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Deregulace genové exprese způsobená genetickými a epigenetickými změnami hraje 
důležitou roli v patogenezi nádorových onemocnění. Tato disertační práce je 
komentovaným souborem deseti publikovaných prací zabývajících se problematikou 
molekulární biologie nádorů, na jejichž vzniku se autor významným způsobem podílel. 
Všechny práce obsažené v souboru spojuje téma stanovení molekul, které se podílejí na 
regulaci genové exprese (mikroRNA) nebo změn na úrovni DNA, které ovlivňují expresi 
genů (methylace promotoru, přítomnost fúzního genu). MikroRNA jsou krátké 
jednovláknové RNA molekuly, které regulují genovou expresi na posttranskripční úrovni 
urychlením degradace mRNA nebo inhibicí translace. Jedná se o základní mechanismus 
s vlivem na všechny buněčné procesy včetně patogeneze různých nemocí. MikroRNA 
mohou působit jako onkogeny snižováním exprese tumor supresorových genů nebo 
naopak jako tumor supresory snižováním exprese onkogenů, ale dnes už víme, že síť 
mikroRNA – RNA interakcí je mnohem komplexnější. Námi publikované výsledky, které 
jsou součástí této práce, se týkají kolorektálního karcinomu (CRC), karcinomu prostaty, 
dlaždicobuněčných karcinomů hlavy a krku (HNSCC), karcinomu žaludku a 
nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC). U pacientů s CRC jsme prokázali 
prognostický význam miR-21. Ve tkáni karcinomu prostaty jsme popsali vyšší expresi 
miR-20a u hůře diferencovaných nádorů s vyšším Gleason skóre a ukázali, že přítomnost 
fúzního genu TMPRSS2-ERG znamená horší prognózu. Novým poznatkem u HNSCC 
bylo nalezení vztahu exprese miR-34a a p16-pozitivity jako markeru HPV infekce. 
U pacientů s pokročilými stádii karcinomu žaludku jsme našli mikroRNA 
s prognostickým významem (miR-150, miR-224 a miR-342). Na souboru NSCLC 
pacientů s pokročilým epidermoidním karcinomem léčených paliativní chemoterapií jsme 
našli vztah miR-34a, miR-224 a miR-342 k celkovému přežití, ale zároveń ukázali, že 
vysoká hladina jedné konkrétní mikroRNA může být totiž za jistých okolností spojena 
s nepříznivou prognózou, za jiných podmínek naopak s prognózou velmi dobrou. 
Výsledky založené na stanovení exprese mikroRNA v biologickém materiálu (nativní 
nádorová tkáň, formalínem fixovaná v parafínu zalitá tkáň, krevní plazma) ukazují, že tyto 






Deregulation of gene expression caused by genetic or epigenetic changes plays an 
important role in pathogenesis of cancer. The thesis is a commented collection of ten 
publications dealing with the molecular biology of tumours. The author has significantly 
contributed to all of them. All the articles contained in the thesis are linked to the topic of 
assessment of molecules involved in gene expression regulation (microRNAs) or DNA 
alterations that affect gene expression (promoter methylation, presence of a fusion gene). 
MicroRNAs are short single-stranded RNA molecules involved in posttranscriptional 
regulation of gene expression by triggering mRNA degradation  or inhibiting translation. 
It is a basic mechanism with an impact on all cellular processes including the pathogenesis 
of various diseases. MicroRNAs can either act as oncogenes by decreasing the expression 
of tumour-suppressor genes or as tumour-suppressor genes by decreasing the expression 
of oncogenes. However, the network of microRNA – RNA interactions is much more 
complex. Our published results that are part of this thesis are focused on colorectal 
carcinoma (CRC), prostate cancer, head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), 
gastric cancer and non-small cell lung cancer (NSCLC). In patients with CRC, we 
demonstrated the prognostic significance of miR-21. In prostate cancer tissue, we have 
described higher miR-20a expression in less differentiated tumours with higher Gleason 
score and showed that the presence of the TMPRSS2-ERG fusion gene is related to worse 
prognosis. A new finding in HNSCC was a relationship between the miR-34a expression 
and p16-positivity as an HPV infection marker. We found microRNAs (miR-150, miR-
224 and miR-342) with prognostic significance in patients with advanced gatric cancer. In 
the group of NSCLC patients with advanced squamous cell carcinoma treated with 
palliative chemotherapy, we found a relationship of miR-34a, miR-224 and miR-342 to 
overall survival, but also showed that the high level of one particular microRNA may 
under certain circumstances be associated with an unfavourable prognosis, under other 
conditions, the patient's outcome is good. Results on the basis of the microRNA 
expression estimation in biological material (native tumour tissue, formalin fixed paraffin 
embedded tissue, blood plasma) indicate that these regulatory molecules can reflect the 
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Seznam použitých zkratek 
 
 
5-FU   5-fluorouracil 
ABL   Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (gen) 
ADT   androgen deprivační terapie 
APC   adenomatous polyposis coli (gen) 
AR   androgenní receptor 
ARE   androgen responsivní element 
ARF4   ADP-ribosylation factor 4 (gen) 
BCR   breakpoint cluster region (gen) 
BRCA1  breast cancer 1 (tumor supresorový gen) 
CLM   jaterní metastázy kolorektálního karcinomu  
(colorectal liver metastases) 
CML   chronická myeloidní leukémie 
CRC   kolorektální karcinom (colorectal carcinoma) 
CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 
DD3   differential display code 3 (gen) 
DFI   bezpříznakové období (disease free interval) 
DGCR8  DiGeorge syndrome chromosomal region 8 (protein) 
DHT   dihydrotestosteron 
ECM   extracelulární matrix 
ERG   ETS-related gene (gen) 
ETS   E26 transformation-specific (rodina transkripčních faktorů) 
FAP   familiární adenomatózní polypóza 
FFPE   formalínem fixovaná do parafínu zalitá tkáň 
   (formalin-fixed paraffin embedded) 
GAPDH  glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza (gen) 
GUSB   beta-glukuronidáza (gen) 
H&E   hematoxylin a eosin 
HNSCC  dlaždicový karcinom hlavy a krku  
           (head and neck squamous cell carcinoma) 
HPC1   hereditary prostate cancer 1 (gen) 
HPRT1  hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferáza (gen) 
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HPV   human papilloma virus 
LNA   locked nucleic acids 
MMP   matrixové metaloproteinázy 
NLK   Nemo-like kinase (gen) 
NSCLC  nemalobuněčný plicní karcinom (non-small cell lung cancer) 
OS   celkové přežití (overall survival) 
PCA3   prostate cancer antigen 3 (gen) 
PCR   polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 
PDCD4  programmed cell death 4 (gen) 
PIN   prostatická intraepiteliální neoplázie 
PSA   prostatický specifický antigen 
PTEN   phosphatase and tensin homologue (gen) 
RECK   reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs (gen) 
RNU6B  U6B small nuclear RNA 
RT-qPCR  reverzní transkripce a kvantitativní polymerázová řetězová reakce 
SCC   dlaždicobuněčný karcinom (squamous cell carcinoma) 
TIMPs   tkáňové inhibitory metaloproteináz 
   (tissue inhibitors of metalloproteinases) 
TP53   tumor protein p53 (gen) 
TPM1   tropomyosin 1 (gen) 
TMPRSS2  transmembrane protease, serine 2 (gen) 
TNM   tumor – nodus – metastasis (staging systém zhoubných nádorů) 








Etiopatogeneze nádorových onemocnění je velice komplexní a neobyčejně různorodá. 
Obrovskou heterogenitu zastřešuje široká definice nádoru jako onemocnění, kde změna 
genetické informace a deregulace práce s ní vede k nekontrolovanému buněčnému dělení. 
Úplné pochopení všech molekulárních mechanismů zodpovědných za transformaci 
normální buňky v nádorovou a za následnou progresi tumoru zůstává stále výzvou pro 
další výzkum. 
 
Z historického pohledu je milníkem konec dvacátého století, kdy rychlý rozvoj metod 
molekulární biologie vedl k postupnému odhalování genetických změn přítomných 
u neoplázií, postulování konceptu onkogenů a tumor supresorů a formulování základních 
modelů karcinogeneze. Jako příklad je možno uvést průkaz aktivačních mutací K-ras genu 
u nádorově transformovaných buněk (Santos et al. 1984) nebo poznání role proteinu p53 
(Winchester 1983) a detekci jeho mutací v mnoha nádorech (Baker et al. 1989; Hollstein 
et al. 1991). Svou roli hrál i výzkum dědičných onemocnění vedoucích pravidelně ke 
vzniku nádorů jako je třeba familiární adenomatózní polypóza (FAP), kde byla nalezena 
ztráta funkce genu APC (Nishisho et al. 1991). Vše vyústilo ve formulaci prvního 
uceleného modelu vícekrokové karcinogeneze u kolorektálního karcinomu (CRC) dnes 
známého jako Vogelsteinův model (Vogelstein et al. 1988; Fearon a Vogelstein 1990). 
 
 
Obrázek 1 - Vogelsteinův model patogeneze CRC 
 
převzato a upraveno (Fearon a Vogelstein 1990) 
 
Slabým místem Vogelsteinova modelu je, že popsané změny nejsou přítomny u všech 
individuálních nádorů. Dnes v době dostupného celogenomového sekvenování je možné 
říct, že nejčastěji mutovaným genem u nádorů všeobecně je gen TP53 kódující protein 
p53, jehož abnormality jsou přítomny asi u 50 % nádorů (Hainaut a Pfeifer 2016). 
Sekvenační studie ukázaly, že průměrně je v maligních nádorech přítomno 33–66 
somatických mutací, které mohou mít vliv na funkci produktu genu (Vogelstein et al. 
2013). Existují velké rozdíly mezi různými typy nádorů, dětské nádory (meduloblastom) a 
hematologické malignity jsou na jednom kraji spektra s minimem přítomných mutací (do 
10), naopak melanom a plicní nádory patří k těm, kde je přítomno mutací daleko víc, 
v průměru 200. Jsou to nádory, na jejichž vzniku se ve velké míře podílejí mutageny (UV 
záření u melanomu, kouření cigaret u plicních nádorů). Zajímavá je studie ukazující na 




Výzkum dále ukázal, že existuje asi 140 genů, jejichž mutace nebo aberantní exprese 
přináší selektivní růstovou výhodu buňkám a tak se mohou tyto geny (označují se jako 
„driver genes“) významným způsobem podílet na nádorové transformaci a další progresi 
onemocnění. Tyto geny můžeme zařadit do jedné z kategorií tumor supresor nebo 
protoonkogen. Typický nádor obsahuje mutace 2 až 8 „driver“ genů. Ostatní mutace 
v genech, které pravděpodobně nemají vliv na vlastní kancerogenezi, se označují jako 
„passenger“  (Vogelstein et al. 2013). Co komplikuje pochopení a výzkum, je skutečnost, 
že „driver“ geny nejsou u individuálních nádorů zcela shodné. 
 
V roce 2000 Hanahan a Weinberg ve slavném článku The hallmarks of cancer 
publikovaném v časopise Cell přišli s novým přístupem, jak nahlížet na komplexitu celé 
problematiky. Místo jednotlivých genů podílejících se na kancerogenezi upřednostnili 
definování základních vlastností, které jsou pro nádory charakteristické (Hanahan a 
Weinberg 2000). Popsali šest klíčových schopností, které zhoubný nádor různými 
strategiemi postupně získává v průběhu rozvoje onemocnění: 
 
 soběstačnost v růstových (proliferačních) signálech 
 necitlivost k signálům inhibujícím růst 
 vyhnutí se apoptóze 
 neomezený potenciál replikace DNA 
 podpora angiogeneze 
 aktivace invazivity a metastazování 
 
V roce 2011 v revidované verzi článku stejní autoři (Hanahan a Weinberg 2011) přidali do 
schématu další čtyři body: 
 
 vyhnutí se destrukci imunitním systémem 
 genomová instabilita a zvýšená mutageneze 
 deregulace energetického metabolismu 













Obrázek 2 - Hallmarks of cancer 
 
převzato a upraveno (Hanahan a Weinberg 2011) 
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Asi největším přínosem konceptu Hallmarks of cancer je, že jasně ukazuje, jak je 
problematika kancerogeneze komplexní, zdůrazňuje nádorovou heterogenitu a roli 
nádorového mikroprostředí. Tvoří tak logický rámec pro další práci v dnešní době neustále 
se rozvíjejících nových metod jako je např. CRISPR technologie editování genomu (Jinek 
et al. 2012), která nabízí do budoucna slibné možnosti nejen pro další výzkum, ale i 
možné léčebné zásahy (Moses et al. 2018). 
 
Pokud si položíme otázku, jaké změny vedly nádorovou tkáň k získání vlastností 
uvedených v konceptu Hallmarks of cancer, odpovědí bude: deregulace genové exprese 
v jednotlivých buňkách tkáně způsobená genetickými a epigenetickými změnami. 
 
Disertační práce je komentovaným souborem deseti publikovaných prací zabývajících se 
problematikou molekulární biologie nádorů, na jejichž vzniku se autor významným 
způsobem podílel. Všechny práce obsažené v souboru spojuje téma stanovení molekul 
z kategorie možných biomarkerů, které se významně podílejí na regulaci genové exprese 
(mikroRNA) nebo změn v DNA, které ovlivňují expresi genů (methylace promotoru, 
přítomnost fúzního genu). 
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2 Způsoby regulace genové exprese 
 
 
Velmi obecně je možné definovat genovou expresi jako proces, kterým se informace 
uložená v genu převede ve funkční genový produkt. Genovým produktem může být 
protein nebo rozmanité funkční RNA molekuly. Exprese protein kódujících genů je 
dvoukroková. Prvním krokem je transkripce, při které vzniká mRNA, druhým krokem je 
translace na ribosomech, kdy informace v mRNA vede ke vzniku proteinu. Dnes víme, že 
naprostá většina transkriptů nekóduje proteiny. Exprese genů kódujících tyto funkční 
molekuly je na rozdíl od exprese genů kódujících proteiny jen jednokroková (transkripce). 
Nejde jen o ribosomální RNA (rRNA) a transferovou (tRNA), dnes je známo už mnoho 
dalších typů RNA molekul, jako jsou mikroRNA (miRNA), short interfering RNA 
(siRNA), piwi-interacting RNA (piRNA), malé jaderné RNA (snRNA), malé jadérkové 
RNA (snoRNA), dlouhé nekódující RNA (lncRNA) a cirkulární RNA (circRNA) 
označované souhrnně jako ncRNA (Eddy 2001; Mattick 2003). Při analýzách 
transkriptomu ale pořád platí otázka, co už je „odpad“ a co je ještě nějaká funkční RNA 


















Obrázek 3 - Genová exprese 
 
 
Jak je genová exprese regulována? Kde všude může docházet k regulacím? 
 
VŠUDE, na VŠECH úrovních: 
 
 transkripce 
 posttranskripční úpravy RNA (splicing, editing) 
 export RNA z jádra a lokalizace v buňce 
 stabilita RNA (rychlost degradace) 
 translace 
 posttranslační úpravy 





Do genové exprese mohou zasahovat i změny na úrovni struktury chromosomů 
(translokace, delece, inverze), které vedou ke vzniku fúzních genů, při kterých se pod 










Obrázek 4 - Příklad vzniku fúzního onkogenu 
 
 
Učebnicovým příkladem fúzního onkogenu je tzv. filadelfský chromosom, který vzniká 
translokací mezi chromosomy 9 a 22 – t(9;22)(q34;q11). Protoonkogen ABL se tak spojí s 
částí genu BCR a výsledkem je produkce tyrosinkinázy zasahující do buněčných 
signálních drah a podílející se na patogenezi chronické myeloidní leukémie (CML), 
vzácněji i jiných leukémií (Westbrook 1988). 
 
Fúzních genů podílejících se na tumorigenezi bylo už v roce 2007 popsáno více než 350 
(Mitelman et al. 2007), přestaly být doménou jen hematologických malignit a jsou 
nalézány i u solidních tumorů (Parker a Zhang 2013). V kapitole 4.10 se věnuji naší práci 
týkající se fúzního genu TMPRSS2-ERG u karcinomu prostaty. 
 
Na regulaci genové exprese se podílejí i epigenetické mechanismy. Nechci se zabývat 
přesnou definicí epigenetiky, ale zjednodušeně lze říct, že epigenetika se zabývá 
(dědičnými) změnami ve funkci genů, které nejsou způsobeny pořadím nukleotidů 
v DNA. Do epigenetiky se řadí následující oblasti:  
 
 methylace DNA 
 remodelace chromatinu a modifikace histonů 
 RNA interference (mikroRNA) 
 
V kapitole 4.9 se věnuji naší práci týkající se methylace promotoru tumor supresorového 
genu RECK. K methylaci DNA dochází v tzv. CpG ostrůvcích za účasti enzymů DNA 
methyltransferáz. Methylace v oblasti promotoru brání expresi promotorem ovládaného 
genu. U nádorových onemocnění je sice pozorována globální demethylace DNA, ale 
methylace promotorů je jeden ze způsobů vyřazení z funkce tumor supresorových genů 
(Kulis a Esteller 2010). 
 
V samostatné kapitole se budu věnovat problematice mikroRNA, které se týká většina 





Ještě koncem devadesátých let dvacátého století si málokdo uvědomoval, jaký vliv na 
řízení genové exprese mají molekuly RNA. MikroRNA (miRNA) jsou krátké (délka 
kolem 22 nukleotidů) jednovláknové nekódující RNA molekuly, které negativně regulují 
genovou expresi na posttranskripční úrovni prostřednictvím inhibice translace nebo 
snížením stability cílové mRNA. Jedna konkrétní miRNA může cílit na stovky různých 
RNA transkriptů, ale i obráceně, jedna konkrétní mRNA může být cílem pro mnoho 
různých miRNA. Je tedy zřejmé, o jak komplexní regulační síť se jedná. Odhaduje se, že 
exprese až 50 % genů je ovlivněna touto cestou (Zhang et al. 2007). 
 
První zástupce této třídy molekul lin-4 byl původně popsán u modelového organismu 
Caenorhabditis elegans jako gen ovlivňující časování vývoje. Aniž by věděly, jak velmi 
významnou kategorii regulačních molekul vlastně objevily, týmy Victora Ambrose a 
Garyho Ruvkuna popsaly, že gen lin-4 nekóduje protein, ale jeho transkript reguluje 
hladinu lin-14 vazbou na 3' netranslatovanou oblast mRNA tohoto genu (Wightman et al. 
1993; Lee et al. 1993). V roce 1998 Andrew Fire and Craig C. Mello objasnili fenomén 
RNA interference (Fire et al. 1998), za tyto objevy dostali v roce 2016 Nobelovu cenu za 
fyziologii nebo lékařství. 
 
Chronologicky druhou popsanou mikroRNA byla v roce 2000 let-7 (Reinhart et al. 2000), 
opět hrající roli při vývoji hlístice Caenorhabditis elegans (Pasquinelli a Ruvkun 2002). 
Od svého objevu do dnešní doby bylo identifikováno už více než 2500 lidských 
mikroRNA, názvosloví má svá systematická pravidla stanovená hned na začátku práce na 
tomto poli (Ambros et al. 2003), specifické názvy zůstaly jen dvěma výše uvedeným 
mikroRNA. Přehled známých mikroRNA (názvy, sekvence, cílové geny) udržuje databáze 










3.1 Biogeneze a funkce mikroRNA 
 
Odhaduje se, že mikroRNA geny představují 1 % genomu. Uspořádání genů kódujících 
mikroRNA může být velice různorodé. Mohou být kódovány samostatnými geny 
transkribovanými často polycistronním způsobem. Mohou být v intronech (vzácně i 
exonech) jiných genů, pak je jejich transkripce řízena promotorem hostitelského genu 
(Olena a Patton 2010).  Zajímavou skupinou jsou mirtrony, kdy krátký intron dá po 
splicingu vzniknout přímo pre-miRNA. Jde tak o alternativní cestu k níže popsané 













Obrázek 6 - Několik způsobů uspořádání genů pro mikroRNA  
 
 
Vznik zralých mikroRNA v eukaryotických buňkách je realizován v několika krocích.  
V buněčném jádře dochází k transkripci za účasti RNA polymerázy Pol II (stejný typ 
provádí i transkripci mRNA). Vzniká dlouhý primární transkript (tisíce nt) se specifickou 
strukturou označovaný jako pri-miRNA. Tento transkript může podstoupit stejné 
modifikace jako je běžné u mRNA (čepička na 5' konci a polyadenylace 3' konce). V pri-
miRNA jsou úseky komplementární k sobě navzájem, intramolekulární párování bazí 
vytváří na molekule vlásenky (hairpin structure, stem loop). Ještě v jádře je pri-miRNA 
štěpena „mikroprocesorovým komplexem“ na mnohem kratší (70-100 nt) prekurzory 
označované jako pre-miRNA, jsou to vlásenkové úseky původních pri-miRNA. 
„Mikroprocesorový komplex“ se skládá z enzymu Drosha (ribonukleáza III třída 2) a 
kofaktoru Pasha (dsRNA vázající protein nazývaný také DGCR8). Pre-miRNA je 
následně exportována do cytoplazmy transportním proteinem exportin 5. V cytoplazmě je 
endoribonukleázou Dicer dále štěpena, je odstraněna smyčka vlásenky a zůstane tzv.  
miRNA/miRNA* duplex, dvouvláknový úsek RNA, který je rozeznán výkonným 
proteinovým komplexem miRISC (miRNA induced silencing complex), jedno z vláken je 
do tohoto komplexu zabudováno, druhé je uvolněno a degradováno. Biogeneze 
mikroRNA je popsána v mnoha publikacích (Bartel 2004; Kim et al. 2009). 
 
Které z dvojice vláken z miRNA/miRNA* duplexu bude zabudováno do miRISC 
komplexu (guide strand, leading strand, miR) a které bude uvolněno (passenger strand, 
miR*), je také regulováno (Meijer et al. 2014). Funkci negativního regulátoru vykonává 
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miRISC komplex se zabudovaným jedním vláknem mikroRNA, které navádí tento 
















Obrázek 7 - Biogeneze a funkce mikroRNA  
 
Popisují se dva mechanismy, jakými miRISC komplex ovlivňuje cílovou mRNA: 
urychlení degradace mRNA a represe translace. Klasický pohled na rozhodnutí, který 
mechanismus se uplatní, připisuje význam stupni komplementarity sekvencí. Úplná 
komplementarita vede k degradaci mRNA, neúplná komplementarita k inhibici translace. 
V tomto případě dochází k vazbě většinou na 3' netranslatovanou oblast mRNA (Singh et 
al. 2008; Krol et al. 2010). Neúplná komplementarita komplikuje in silico predikci 
cílových molekul, používáno je mnoho algoritmů (Wagner et al. 2014). 
 
Ukazuje se, že mikroRNA nemusí být nutně jen negativní regulátory genové exprese, byl 
popsán i fenomén RNA aktivace (RNAa), kdy mikroRNA přímým působením na 
promotor aktivuje transkripci genu (Ramchandran a Chaluvally-Raghavan 2017). 
 
3.2 Názvosloví mikroRNA 
 
Velkou výhodou oblasti mikroRNA je systematické názvosloví důsledně dodržované 
téměř od začátku rozmachu práce na tomto poli. Celé systematické jméno se skládá ze 3-4 
písmen udávajících druh, např. „hsa“ (Homo sapiens) značí lidskou mikroRNA. Následuje 
kmen „miR“ pro maturované sekvence nebo „mir“ pro prekurzory (pre-miRNA) a číselný 
identifikátor. Jsou respektovány principy homologie. Ortologní sekvence (stejné nebo 
velmi podobné sekvence u různých druhů) mají stejné číslo, tj. hsa-miR-21 a mmu-miR-
21 jsou ortology. Paralogní sekvence (různé pozice podobných sekvencí v genomu 
jednoho druhu) jsou označovány písmeny za pořadovým číslem, např. hsa-miR-20a a hsa-
miR-20b. Různé pre-miRNA v genomu dávající vznik identickým sekvencím zralých 
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Obrázek 8 - Názvosloví mikroRNA  
 
Dřívější nomenklatura byla nejednoznačná v jedné věci, „hlavní“ mikroRNA pocházející 
z vlásenky se označovala miR-21, „druhá“ mikroRNA pocházející z téže vlásenky, o které 
se předpokládalo, že je degradována a nezabudovává se do miRISC komplexu, se 
označovala hvězdičkou (miR-21*). Dnes víme, že z jedné vlásenkové pre-miRNA mohou 
pocházet dvě zralé mikroRNA a obě mohou vykonávat funkci v rámci miRISC komplexu, 
záleží na čase a místě, která je ta „hlavní“. Proto se přistoupilo k jednoznačnému 
označování příponami -3p nebo -5p, podle toho, z kterého konce vlásenkové pre-miRNA 
























3.3 Role mikroRNA v tumorigenezi 
 
Brzy po objevu mikroRNA a jejich všeobecné funkce v regulaci genové exprese bylo 
jasné, že tyto molekuly budou zasahovat do všech buněčných procesů a tedy i do 
patogeneze různých nemocí včetně nádorových onemocnění.  
 
V souvislosti s tumorigenezí se snahou ukázat na význam deregulovaných mikroRNA byl 
dokonce zaveden termín oncomirs (Esquela-Kerscher a Slack 2006; Cho 2007). 
 
MikroRNA mohou působit jako onkogeny snižováním exprese tumor supresorových genů 
nebo naopak jako tumor supresory snižováním exprese onkogenů (Hagan a Croce 2007; 
Croce 2008; Iorio a Croce 2009). Dnes víme, že je těžké nebo dokonce nemožné zařadit 
konkrétní mikroRNA do jedné z kategorií onkogen – tumor supresor. Jedna mikroRNA 
může totiž cílit na stovky genů a mezi nimi mohou být jak onkogeny, tak tumor supresory. 
Záleží na kontextu (čase a místě působení), který vliv bude dominantní (Fabbri et al. 
2007). Na poli mikroRNA – RNA interakcí je mnoho hráčů, hypotéza kompetujících 
endogenních RNA (ceRNA) je podrobněji rozebrána v kapitole 4.6. 
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4 Komentář k vybraným publikovaným pracím 
 
 
Na výzkumu biomarkerů na Lékařské fakultě v Plzni se podílí více pracovišť ve 
spolupráci s Fakultní nemocnicí Plzeň. Kromě Ústavu lékařské chemie a biochemie, 
Ústavu biologie a Biomedicínského centra LF UK v Plzni jsou do projektů zapojeni i 
lékaři z Chirurgické kliniky, Urologické kliniky, Kliniky pneumologie a ftizeologie, 
Onkologického a radioterapeutického oddělení, Šiklova ústavu patologie a nelze 
opomenout Laboratoř pro imunoanalýzu FN Plzeň, se kterou jsem intenzivně 
spolupracoval. 
 
Naše pracoviště začalo jako jedno z prvních v České republice v roce 2008 měřit expresi 
mikroRNA u onkologických onemocnění. Navázali jsme na zkušenosti z kvantifikace 
genové exprese protein kódujících genů na úrovni mRNA (Pesta et al. 2005; Cerna et al. 
2006; Safranek et al. 2009). Od té doby uplynulo deset let a za tu dobu jsem byl svědkem 
následujícího posunu v několika rovinách: 
 
 cíle práce 
 analyzovaný biologický materiál 
 soubor pacientů 
 technické provedení real-time qPCR 
 způsob normalizace výsledků 
 
Po roce 2000, kdy začaly být dostupné přístroje na real-time kvantitativní PCR a zatím 
nebyly rozvinuté high-throughput metody typu microarray technik a sekvenování 
transkriptomu, bylo vesměs cílem srovnávání exprese v nádorové a v okolní zdravé tkáni a 
hledaní genů, jejichž exprese je v nádorové tkáni deregulovaná. Jak už to v medicíně a 
v molekulární biologii často bývá, data nevykazují normální rozdělení, ze statistických 
testů byl na testování hypotéz většinou používán neparametrický Wilcoxonův párový test. 
Dále jsme hodnotili vztah exprese ke klinickopatologickým charakteristikám nádoru 
(histologický podtyp, TNM klasifikace, stage, grade). 
 
Postupně došlo k posunu v cílech naší práce, hodnotili jsme prognostický význam hladin 
exprese pomocí statistických metod pro analýzu přežívání (Coxův regresní model, 
Kaplan-Meierova metoda). Dalším krokem byla snaha o design souboru pacientů tak, aby 
výsledky analýz přežívání zároveň ukázaly na prediktivní význam (odpověď na konkrétní 
léčbu). 
 
Druhou rovinou, kde došlo k vývoji v čase, byl analyzovaný biologický materiál. Začínalo 
se na nativní tkáni odebrané chirurgy během operačního výkonu, která byla po odběru 
ihned zamražena a skladována na -70°C do doby zpracování. Velmi brzy poté, co se 
ukázalo, že je možné izolovat nukleové kyseliny v dostatečném množství a kvalitě pro 
molekulárně biologické testy i z formalínem fixované do parafínu zalité tkáně (FFPE) 
rutinně připravované patology (Roberts et al. 2009; Mittempergher et al. 2011), zavedli 
jsme metodiku a začali používat řezy z FFPE bločků jako výchozí materiál, což s sebou 
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přineslo několik výhod. Tkáň zalitá v bločku byla hodnocena patologem a oblast 
s nádorovou tkání mohla být na řezu obarveném standardním barvením hematoxylinem a 
eosinem (H&E) označena a z dalších řezů odkrojených mikrotomem z bločku požadovaná 
část makrodisekcí oddělena. Výhodou FFPE bločků je i možnost retrospektivních studií. 
Dále je třeba zmínit, že FFPE tkáň je v klinické medicíně rutinně připravována a není 
třeba zavádět novou metodiku odběru vzorků.  
 
V současné době jsme přešli opět o krok dál směrem k možnému uplatnění v klinické 
praxi a výchozím biologickým materiálem je pro nás krevní plazma. První naše výsledky 
týkající se cirkulujících mikroRNA u pacientů s kolorektálním karcinomem byly zatím 
prezentovány jen na konferencích (Příloha 11). 
 
K postupnému vývoji došlo i u struktury souborů pacientů, kterých se naše studie týkají. 
V začátcích jsme pracovali s velmi heterogenními soubory, pacienty spojovala jen 
anatomická lokalita nádoru, jednalo se o různé histologické podtypy, různá klinická stádia 
od časných po pokročilá. U prospektivních studií ani nebyla jiná možnost, úzce vymezená 
vstupní kritéria by znemožnila získat potřebné vzorky v rozumné době od začátku studie. 
Např. o nemalobuněčném plicním karcinomu je známo, že dva hlavní histologické 
podtypy (adenokarcinom a epidermoidní karcinom) se liší prognózou a pozadím na 
molekulární úrovni (Skrzypski et al. 2013; Tian 2017). Využití FFPE bločků umožnilo 
začít pracovat s více homogenními soubory vzhledem k otázkám, které chceme řešit. 
 
Pokrok se odehrál i v technickém provádění real-time kvantitativní PCR, nejen na úrovni 
přístrojového vybavení, kde jsme začínali na přístroji Rotor-Gene 2000 (Corbett 
Research), pracovali s iCycler (Bio-Rad), nyní používáme Stratagene Mx3005P (Agilent 
Technologies) a k dispozici máme i Rotor-Gene 6000 (Corbett Research). U kvantitativní 
PCR v reálném čase je měření amplifikované DNA založeno na fluorescenčních 
metodách. Původně jsme pracovali s barvivem SYBR Green, které má vysokou 
fluorescenci po interkalaci do dvouvkláknové DNA (Morrison et al. 1998), je univerzální, 
ale nevýhodou je jeho nespecifita. Pro kvantifikaci mRNA protein kódujících genů jsme 
přešli na UPL sondy (Universal Probe Library, Roche), což jsou v principu hydrolyzační 
sondy podobné specifickým TaqMan sondám (Navarro et al. 2015), ale využívají 
technologie locked nucleic acids (LNA) a jsou semiuniverzální, tj. není třeba syntetizovat 
sondu „na míru“. ProbeFinder Assay Design Software navrhne po zadání požadavku, co 
chceme kvantifikovat, specifické primery a z dostupné knihovny číslo sondy, kterou je 
třeba použít. Kity na stanovení mikroRNA, které používáme, TaqMan MicroRNA Assays 
(Applied Biosystems) a nově TaqMan Advanced miRNA Assays (Thermo Fischer 
Scientific), obsahují specifické TaqMan sondy. 
 
Samostatnou kapitolou by mohlo být pojednání o tom, jak udávat výsledky stanovení 
genové exprese a o volbě referenčních genů. V dobách, kdy jsme začínali, jsme používali 
velmi pracný absolutní způsob kvantifikace. Bylo třeba připravit standardy ligováním 
produktů amplifikace do plasmidů a klonováním v bakteriálních buňkách získat materiál 
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 kopií na l a zpracovávány 
paralelně se vzorky. Ze sestrojené kalibrační křivky bylo možné odečíst absolutní 
množství kopií v analyzovaných vzorcích. Postupně jsme zcela přešli na relativní způsob 
udávání hodnot exprese za použití 2
–∆∆Ct
 metody (Livak a Schmittgen 2001; Schmittgen a 
Livak 2008), kdy je exprese analyzovaného genu vztažena k expresi referenčního 
genu/kombinace referenčních genů. Klíčovou otázkou ale je, jaký referenční gen použít. 
Odpovím velice jednoduše, ideální univerzální referenční gen neexistuje. Při stanovování 
genové exprese protein kódujících genů jsme dříve nejčastěji používali glykolytický 
enzym glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenázu (GAPDH). Ukázalo se, že u nádorů je tento 
gen často zvýšeně exprimován (Guo et al. 2013) a jeho exprese sama o sobě může mít 
prognostický význam (Puzone et al. 2013) a tedy asi nebude zrovna vhodným referenčním 
genem. Používali jsme i hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferázu (HPRT1) a beta-
glukuronidázu (GUSB). Volbě referenčních genů se v dnešní době věnuje mnoho prací 
(Kozera a Rapacz 2013; Chapman a Waldenström 2015; De Spiegelaere et al. 2015). 
 
Ve vhodném referenčním genu pro stanovení exprese mikroRNA panuje poměrně shoda, 
většina prací používá jako endogenní referenční gen malou jadernou RNA RNU6B, i když 
také není ideální (Schwarzenbach et al. 2015). 
 
Publikované výsledky, které jsou součástí této práce (Přílohy 1 – 10) a jsou komentovány 
v následujících podkapitolách, se týkají kolorektálního karcinomu (CRC), karcinomu 
prostaty, nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC) a jeho histologických podtypů 
(adenokarcinom a dlaždicobuněčný karcinom) a karcinomů hlavy a krku (HNSCC). 
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4.1 Relevance of miR-21 and miR-143 expression in tissue samples of colorectal 
carcinoma and its liver metastases (Příloha 1) 
 
Kulda V, Pesta M, Topolcan O, Liska V, Treska V, Sutnar A, Rupert K, Ludvikova M, 
Babuska V, Holubec L, Cerny R: Relevance of miR-21 and miR-143 expression in 
tissue samples of colorectal carcinoma and its liver metastases. Cancer Genet 
Cytogenet 2010, 200(2): 154–160. 
 
Jednalo se o první práci týkající se stanovení mikroRNA prováděnou na Lékařské fakultě 
v Plzni (Kulda et al. 2010). CRC patří celosvětově mezi nejčastější maligní nádory a tak je 
zároveň i velmi studovaný (Siegel et al. 2018). Cílem byla analýza exprese miR-21 a   
miR-143 ve vzorcích tkáně kolorektálního karcinomu (CRC) a jeho jaterních metastáz 
(CLM) a vyhodnocení vztahu naměřených hodnot k prognóze pacientů (bezpříznakové 
období – DFI, celkové přežití – OS). Novým poznatkem v naší práci bylo, že jsme ukázali 
na prognostický význam těchto mikroRNA a potenciál použití miR-21 jako biomarkeru. 
 
Zvolili jsme mikroRNA, o kterých již bylo před zahájením naší práce publikováno, že 
ovlivňují geny účastnící se patogeneze CRC. O miR-21 již bylo známo, že cílí na některé 
tumor supresorové geny jako tropomyosin 1 (TPM1), programmed cell death 4 (PDCD4), 
maspin, phosphatase and tensin homologue (PTEN) a reversion-inducing cysteine-rich 
protein with Kazal motifs (RECK) a tak byl předpoklad, že bude mít funkci onkogenu (Si 
et al. 2007; Zhang et al. 2008; Zhu et al. 2007, 2008). O miR-143 bylo známo, že cílí na  
K-ras (Chen et al. 2009) a tak jsme naopak předpokládali její tumor supresorové působení. 
 
Studovaná skupina zahrnovala 46 pacientů s CRC. Ve všech případech se jednalo 
o adenokarcinomy. Vyšetřovány byly párové vzorky resekované tkáně (nádor – normální 
střevní sliznice). 
 
























Celková RNA byla izolována z 50 mg tkáně (fastRNA Pro Green Kit, Q-BIOgene), 
stanovení miR-21 a miR-143 bylo provedeno kvantitativní RT PCR metodou (TaqMan 














Obrázek 10 - Ukázka záznamu kvantifikace (iCycler, miR-143) 
 
 
Zabývali jsme se také problematikou normalizace výsledků, v této práci jsme srovnali tři 
způsoby normalizace, které jsme převzali z jiných publikovaných prací (Choong et al. 
2007; Corney et al. 2007; Ng et al. 2009; Peltier a Latham 2008): 
 
 k celkové RNA 
 U6RNA (RNU6B) 
 miR-191 
 
Získané výsledky byly podobné, avšak ne zcela shodné. Pro prezentaci výsledků jsme se 
rozhodli využít v té době často využívaný způsob normalizace naměřených hodnot 
exprese k celkové RNA. Prokázali jsme vyšší expresi miR-21 (p<0,0001) a nižší expresi 
miR-143 (p<0,0001) v CRC nádorové tkáni ve srovnání s normální střevní tkání 


















Tyto výsledky jsou v souladu s prací dalších autorů (Bandrés et al. 2006; Slaby et al. 
2007). Toto pro nás bylo potvrzením správného metodického přístupu. Hlavním novým 
přínosem naší práce bylo, že jsme ukázali na prognostický význam těchto mikroRNA. 
Zaznamenali jsme vztah exprese miR-21 a miR-143 k DFI (Coxův regresní model a 
Kaplan-Meier analýza). 
 



































Obrázek 12 - Kaplan-Meier křivky pro DFI (miR-143) 
 
U pacientů s vyšší expresí miR-21 v nádorové tkáni bylo kratší DFI (Wilcoxon; 
p=0,0026). Překvapivý výsledek jsme zjistili u vztahu miR-143 k DFI. Přestože se 
ukazuje, že v nádorové tkáni CRC je celkový efekt miR-143 tumor supresorový (tomu 
nasvědčují i naše výsledky ukazující nižší expresi v nádorové tkáni), u pacientů s nižší 
expresí miR-143 bylo nalezeno delší DFI (Wilcoxon; p=0,0191). To může souviset se 
skutečností, že konkrétní miRNA reguluje stovky genů, mezi kterými jsou onkogeny i 
tumor supresory, a celkový efekt závisí na „čase a místě“ působení dané mikroRNA. 
 
V kapitole 4.3 je podrobněji rozebráno, k jakému pokroku ve znalostech o miR-21 došlo 
v průběhu následujících let. 
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4.2 Importance of miR-20a expression in prostate cancer tissue (Příloha 2) 
 
Pesta M, Klecka J, Kulda V, Topolcan O, Hora M, Eret V, Ludvikova M, Babjuk M, 
Novak K, Stolz J, Holubec L: Importance of miR-20a expression in prostate cancer 
tissue. Anticancer Res 2010, 30(9): 3579–3583. 
 
Dalším typem nádoru, u kterého jsme se zabývali deregulací exprese vybraných 
mikroRNA molekul, byl karcinom prostaty (Pesta et al. 2010). Karcinom prostaty je 
nejčastěji diagnostikovaným zhoubným nádorem u mužů v rozvinutých zemích, což 
pravděpodobně souvisí se zavedenými screeningovými testy využívajícími stanovení 
sérových hladin prostatického specifického antigenu (PSA), které odhalí i klinicky němé 
nádory (Zhang et al. 2017). 
 
Cílem práce bylo stanovit expresi miR-20a, let-7a, miR-15a a miR-16 ve vzorcích tkáně 
karcinomu prostaty a benigní hyperplázie prostaty odebrané rutinní biopsií a hledat vztah 
ke klinickopatologickým chararakteristikám. Východiskem byla publikace vyhodnocující 
expresi molekul mikroRNA u buněčných linií karcinomu prostaty pomocí microarray 
technik (Porkka et al. 2007). K výběru mikroRNA, které jsme stanovovali, přispěla i 
rešerše literatury, kdy jsme vybrali ty mikroRNA, o kterých bylo publikováno, že hrají roli 
u jiných onkologických onemocnění (Roush a Slack 2008; Johnson et al. 2005; Hayashita 
et al. 2005; Calin et al. 2008). 
 
Do této studie vstoupilo 138 pacientů, kteří podstoupili biopsii prostaty od května 2006 do 
září 2008, u všech byla indikací k biopsii zvýšená sérová hladina PSA a pozitivní nález při 
vyšetření per rectum. Histologické vyšetření rozdělilo vzorky na 53 karcinomů a 85 
benigních hyperplázií. 
 
Přínosem této práce bylo, že jsme ukázali, že stanovení je možno provést i z velmi malého 
množství výchozího biologického materiálu (část rutinně odebíraného bioptického 
vzorku). Celková RNA byla izolována z asi 10 mg tkáně (fastRNA Pro Green Kit, Q-
BIOgene). Stanovení miR-20a, let-7a, miR-15a a miR-16 bylo provedeno kvantitativní RT 
PCR metodou (TaqMan MicroRNA Assays, Applied Biosystems) na přístroji iCycler 





Novým poznatkem zjištěným v naší práci bylo, že exprese miR-20a je vyšší ve více 
dediferencovaných karcinomech prostaty dle Gleason skóre, které je rutinně používáno 
v klinické praxi pro grading karcinomu prostaty (McKenney 2017). Hodnotí se 
architektonika žlázek podle stupnice s pěti stupni, G1 značí dobře diferencovaný a G5 
velmi špatně diferencovaný typ. Výsledná hodnota skóre se získá součtem nejhoršího a 
nejčastějšího nálezu, tj. může nabývat hodnot 2–10 (Kurfürstová a Král 2013). Ve skupině 
vzorků hodnocených patologem vyšším Gleason skóre (7–10) byla signifikantně vyšší 















Obrázek 13 - Rozdíl v expresi miR-20a dle Gleason skóre 
 
Naše závěry ukazující na onkogenní působení miR-20a v tkáni karcinomu prostaty jsou 
v souladu s výsledky dalších autorů. Sylvestre et al. popsali zvýšenou expresi a pozorovali 
antiapoptotickou aktivitu miR-20a na buněčné linii PC3 (Sylvestre et al. 2007). Volinia et 
al. našli zvýšenou expresi miR-20a v tkáni karcinomu prostaty (Volinia et al. 2006). Na 
naše výsledky navázali v roce 2014 Qiang et al., kteří také ukázali na korelaci exprese 
miR-20a a Gleason skóre a s tím spojený prognostický význam. Dále prokázali, že miR-
20a podporuje invazivitu a migraci buněk karcinomu prostaty cílením tyrosin kinázy 
ABL2 (Qiang et al. 2014). Hart el al. analýzou mikroRNA expresních profilů získaných 
sekvenováním a následnou validací RT-qPCR metodou ukázali na zvýšenou expresi miR-
20a, miR-148a, miR-200b a miR-375 a sníženou expresi miR-143 a miR-145 v tkáni 
karcinomu prostaty ve srovnání s normální prostatickou tkání. O miR-20a dále zjistili, že 







4.3 Diagnostic and prognostic value of microRNA-21 in colorectal cancer: 
an original study and individual participant data meta-analysis (Příloha 3) 
 
Zhang H, Li P, Ju H, Pesta M, Kulda V, Jin W, Cai M, Liu C, Wu H, Xu J, Ye Y, Zhang 
G, Xu E, Cai J, Lai M, Xia D, Yang J, Wu Y: Diagnostic and prognostic value of 
microRNA-21 in colorectal cancer: an original study and individual participant data 
meta-analysis. Cancer Epidemiol Biomark Prev 2014, 23(12): 2783–2792. 
 
Po publikování prvních prací na poli mikroRNA biomarkerů vzniklých na našem 
pracovišti jsme navázali spolupráci, jejímž výsledkem byla metaanalýza publikovaná 
v roce 2014 v časopise Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention (Zhang et al. 
2014) zabývající se diagnostickou a prognostickou hodnotou miR-21 u pacientů 
s kolorektálním karcinomem (CRC). Závěrem metaanalýzy je, že cirkulující miR-21 je 
vhodná pro časnou detekci CRC a hladina exprese miR-21 v nádorové tkáni má 
prognostický význam. 
 
Dle mého osobního názoru je miR-21 vůbec nejstudovanější mikroRNA v souvislosti 
s onkologickými onemocněními, o čemž svědčí více než 2000 publikací indexovaných 
v databázi PubMed nalezených po zadání klíčových slov „miR-21“ a „cancer“ (červenec 
2018). Velké naděje jsou vkládány do možného klinického využití miR-21, ať už jako 
biomarkeru nebo jako terapeutického cíle. 
 
Deregulace miR-21ve smyslu zvýšené exprese není typická jen pro CRC, ale ukazuje se 
být společným znakem pro různé typy nádorů, ať už je to karcinom prsu (Adhami et al. 
2018), karcinomy plic (Arab et al. 2017), gliomy (Qu et al. 2016), karcinom žaludku 
(Simonian et al. 2018), karcinom pankreatu (Wald et al. 2017) nebo renální karcinom 
(Lokeshwar et al. 2018). Metaanalýza hodnotící exosomální cirkulující miR-21 jako 
potenciální všeobecný marker pro časnou detekci nádorových onemocnění udává 
senzitivitu 75 % a specificitu 85 % (Shi 2016), což staví miR-21 do pozice kandidáta na 
součást panelu screeningových vyšetření pro záchyt onkologických onemocnění. 
 
Výzkum probíhá i na poli využití strategie snižovat hladinu onkogenní miR-21 jako 
součást léčby zhoubných nádorů (Javanmardi et al. 2017), zatím převážně na nádorových 
buněčných liniích (Nedaeinia et al. 2016; Wagenaar et al. 2015), ale paralelně probíhá i 
výzkum, jakým způsobem molekuly blokující funkci specifických mikroRNA podávat a 
jak kombinovat „anti-miRNA molekuly“ s jinými modalitami terapie (Hu et al. 2017; Lee 
et al. 2017). 
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4.4 MicroRNA profile in site-specific head and neck squamous cell cancer  
(Příloha 4) 
 
Kalfert D, Pesta M, Kulda V, Topolcan O, Ryska A, Celakovsky P, Laco J, Ludvikova M: 
MicroRNA profile in site-specific head and neck squamous cell cancer. Anticancer 
Res 2015, 35(4): 2455–2463. 
 
Cílem této práce (Kalfert et al. 2015) bylo stanovení exprese let-7a, miR-21, miR-34a, 
miR-200c a miR-375 ve vzorcích tkáně dlaždicových karcinomů hlavy a krku (HNSCC, 
head and neck squamous cell carcinoma) a vyhodnocení vztahu ke klinickopatologickým 
vlastnostem a lokalitě nádoru. HNSCC zahrnuje širokou skupinu nádorů od dutiny ústní 
po larynx, incidence je velmi závislá na geografické oblasti, celosvětově představuje asi 
6 % maligních nádorů (Jou a Hess 2017). Kouření, konzumace alkoholu a papilomavirová 
infekce (HPV) jsou prokázanými etiologickými faktory (Ramqvist a Dalianis 2011). 
Studovaná skupina zahrnovala 51 pacientů s HNSCC (41 mužů, 10 žen).  
 
















Vyšetřovány byly vždy párové vzorky (nádor – normální tkáň). RNA byla izolována 
z formalinem fixovaných parafinových bločků (FFPE, formalin-fixed paraffin-embedded). 
Stanovení exprese výše uvedených mikroRNA bylo provedeno RT real-time qPCR 
metodou (TaqMan MicroRNA Assays, Applied Biosystems). Pro normalizaci výsledků 
byla použita exprese RNU6B. 
 
Ve srovnání s nenádorovou tkání byla v nádorové tkáni bez ohledu na lokalizaci tumoru 










Byly nalezeny statisticky signifikantní rozdíly v expresi let-7a, miR-200c, miR-34a dle 
lokality nádoru (orofaryngeální vs. laryngeální karcinomy).  
 






Výsledky podporují hypotézu o onkogenní funkci miR-21 a ukazují, že stejný histologický 
typ nádoru v různých lokalitách může mít odlišné molekulárně biologické pozadí. 
 
Exprese miR-34a signifikantně korelovala s orofaryngeálním původem a p16 pozitivitou 
jako markerem HPV infekce. Není překvapivé, že miR-34a je deregulovaná i u dalšího 
typu nádoru, kde etiologickým faktorem je HPV infekce, a to u karcinomu děložního hrdla 
(Ribeiro et al. 2015; Zhu et al. 2018; Pardini et al. 2018). 
 
Dnes už je známo, že vztah mezi deregulovanou expresí miR-34a a HPV infekcí je 
zprostředkován osou: virový onkoprotein E6 → protein p53 → miR-34a (Chen a Zhao 
2015). Onkoprotein E6 se váže na tumor supresorový protein p53 a tím inhibuje jeho 
funkci transkripčního faktoru aktivujícího mimo jiné promotor genu kódujícího miR-34a. 
Převažující působení miR-34a je tumor supresorové, cílí např. na antiapoptotický gen Bcl-
2 (Li et al. 2013) a geny zodpovědné za proliferaci jako jsou např. cyklin D1 a cyklin 
dependentní kinázu 6 (Sun et al. 2008). 
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4.5 Tissue microRNAs as predictive markers for gastric cancer patients 
undergoing palliative chemotherapy (Příloha 5) 
 
Smid D, Kulda V, Srbecka K, Kubackova D, Dolezal J, Daum O, Kucera R, Topolcan O, 
Treska V, Skalicky T, Pesta M: Tissue microRNAs as predictive markers for gastric 
cancer patients undergoing palliative chemotherapy. Int J Oncol 2016, 48(6): 2693–
2703. 
 
Cílem této studie (Smid et al. 2016) bylo nalezení mikroRNA, které by mohly predikovat 
efekt paliativní chemoterapie založené na 5-fluorouracilu (5-FU) u pacientů s karcinomem 
žaludku v pokročilém stádiu. Práce probíhala v rámci grantu IGA MZ „Stanovení 
prediktivních faktorů pro léčebný efekt chemoterapie u nemocných s karcinomem 
žaludku“ (2013-2015, NT14227). 
 
Karcinom žaludku patří celosvětově k nejčastějším maligním nádorům (Torre et al. 2015). 
Přestože v Evropě dochází dlouhodobě ke snížení výskytu, prognóza zůstává stále 
nepříznivá. K záchytu nádorů žaludku dochází totiž často až v pokročilých stádiích 
onemocnění, kdy radikální chirurgická operace není možná a indikována je pouze 
paliativní chemoterapie, jejíž účinnost v individuálních případech je velice variabilní a 
často selhává (Waddell et al. 2014). Zdá se, že odpověď na léčbu závisí mimo jiné na míře 
exprese určitých mikroRNA. Analýza těchto mikroRNA by mohla predikovat efekt 
chemoterapie, tedy odlišit nemocné, kteří budou mít z podané chemoterapie prospěch, od 
těch, kterým onkologická léčba ve výsledku pouze zhorší kvalitu života. Jinými slovy 
řečeno, postupovat podle přístupů personalizované medicíny (Cidon et al. 2013). 
 
Jednalo se o retrospektivní studii zahrnující 54 pacientů (30 mužů, 24 žen) s karcinomem 
žaludku ve čtvrtém stádiu, kteří nepodstoupili resekci a léčeni byli pouze 
chemoterapeutickým režimem obsahujícím 5-FU. Vyšetřovaným biologickým materiálem 
byly gastroskopicky odebrané bioptické vzorky nádorové tkáně, RNA byla izolována 
z FFPE tkáně. Stanovení exprese vybraných 29 mikroRNA bylo provedeno kvantitativní 
RT PCR metodou (TaqMan MicroRNA Assays, Applied Biosystems) s normalizací na 
RNU6B. MikroRNA pro stanovení jsme vybrali na základě rešerše literatury, zvolili jsme 
ty, u nichž byla popsaná deregulace u karcinomu žaludku (Katada et al. 2009; Yao et al. 
2009; Chen et al. 2014; Wang et al. 2013; Yan et al. 2014), a ty, u kterých bylo možné 
očekávat vliv na mechanismus účinku 5-FU (Boni et al. 2010; Amankwatia et al. 2015). 
 
Vztah hladin exprese k celkovému přežití pacientů byl hodnocen nejprve pomocí Coxova 
regresního modelu. Coxův model ukázal, že zvýšená exprese miR-150, miR-181b, miR-
192, miR-221, miR-224, miR-342, miR-375 a snížená exprese miR-520h byly spojeny 
s horším osudem pacientů. Pro tyto mikroRNA byly hledány optimální cut-off hodnoty a 
vztah k přežívání pacientů byl analyzován Kaplan Meierovou metodou. Jako 
nejzajímavější výsledek zde uvedu vztah vyšší exprese miR-150 (p=0,0145), miR-224 










































Obrázek 16 - Kaplan-Meier křivky pro OS (miR-342) 
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4.6 Predictive relevance of miR-34a, miR-224 and miR-342 in patients with 
advanced squamous cell carcinoma of the lung undergoing palliative 
chemotherapy (Příloha 6) 
 
Kulda V, Svaton M, Mukensnabl P, Hrda K, Dvorak P, Houdek Z, Houfkova K, 
Vrzakova R, Babuska V, Pesek M, Pesta M: Predictive relevance of miR-34a, miR-224 
and miR-342 in patients with advanced squamous cell carcinoma of the lung 
undergoing palliative chemotherapy. Oncol Lett 2018, 15(1): 592–599. 
 
Cílem této práce (Kulda et al. 2018) bylo stanovení prediktivního významu mikroRNA 
molekul u pacientů s pokročilým nemalobuněčným karcinomem plic, kteří podstoupili 
paliativní chemoterapii. Zaznamenali jsme vztah miR-34a, miR-224 a miR-342 
k celkovému přežití (OS). Hlubší analýza odhalila překvapivý výsledek, že pacienti 
s vysokou expresí zároveň obou miR-224 a miR-342 mají podobné celkové přežití jako ti 
s nízkou expresí obou těchto mikroRNA, a to signifikantně kratší než u těch, kteří mají 
vysokou expresi jedné z těchto mikroRNA a současně nízkou expresi druhé. Ukazuje se, 
že síť interakcí mezi molekulami mikroRNA a jejich cílovými transkripty je velice 
komplexní (ceRNA hypotéza). 
 
Přibližně 85 % karcinomů plic tvoří nemalobuněčný karcinom plic (NSCLC), který má 
dva hlavní histologické podtypy, epidermoidní (dlaždicobuněčný) karcinom (SCC, 
squamous cell carcinoma) a adenokarcinom (Travis 2011). Chemoterapie je základní 
modalitou paliativní léčby pokročilých neoperovatelných karcinomů plic. Odpověď na 
chemoterapii se ale velmi liší pacient od pacienta, proto jsou hledány biomarkery, které by 
umožnily předpovědět efekt léčby. MikroRNA mají pro svou patofyziologickou roli a 
stabilitu v biologických vzorcích potenciál stát se cennými prediktivními markery. Vzorky 
bioptické tkáně tvoří vhodný materiál pro profilování mikroRNA s cílem předpovědět 
účinek paliativní chemoterapie. 
 
Jednalo se o retrospektivní studii, soubor zahrnoval 81 pacientů (74 mužů, 7 žen) 
s pokročilým stádiem (3B, 4) epidermoidního karcinomu plic léčených paliativní 
chemoterapií, která byla založena na platinovém derivátu v kombinaci s paclitaxelem nebo 
gemcitabinem. Všichni pacienti byli buď kuřáci nebo bývalí kuřáci. Exprese 17 vybraných 
mikroRNA byla měřena pomocí real-time RT-qPCR v nádorové tkáni makrodisekované 
z FFPE bioptických vzorků pomocí TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) v technických duplikátech na přístroji Stratagene Mx3005P 
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Hodnoty exprese byly normalizovány 
k RNU6B. 
 
Coxův regresní model ukázal na vztah nízké hladiny miR-342 a vysoké hladiny miR-34a a 
miR-224 ke kratšímu OS v podskupině kuřáků. Recenzentem jsme byli vyzváni, abychom 
vyhodnotili i vztah kombinací jednotlivých markerů k OS. Nečekaný výsledek jsme 
zaznamenali u kombinace miR-224 a miR-342. Ukázalo se, že s lepší prognózou je spojen 
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vzor, kdy právě jedna z dvojice má vyšší expresi a druhá z dvojice nízkou. Signifikantně 

















Obrázek 17 - Kaplan-Meier křivky pro OS (kombinace miR-224 a miR-342) 
 
Ukázali jsme, že výsledek stanovení jedné jediné mikroRNA nemusí být postačující bez 
znalosti exprese dalších hráčů na poli mikroRNA – RNA interakcí. Vysoká hladina jedné 
konkrétní mikroRNA může být totiž za jistých okolností spojena s nepříznivou prognózou, 
za jiných okolností naopak s prognózou velmi dobrou. Tento výsledek podle našeho 
názoru naznačuje, že pro případné klinické použití molekul mikroRNA jako biomarkerů 



















Komplexní síť vztahů mikroRNA – cílové RNA molekuly formuloval Pandolfi a jeho tým 
v tzv. ceRNA (competing endogenous RNA) hypotéze (Salmena et al. 2011). Vedlo ho 
k tomu zjištění, že i transkribované pseudogeny, přestože nevedou k tvorbě funkčního 
proteinu, mohou zasahovat do kancerogeneze tím, že sdílí s jinými transkripty místa, na 
která se vážou specifické mikroRNA molekuly, čímž se omezí jejich dostupnost pro 
regulaci hladiny jiných transkriptů (Poliseno et al. 2010). Jedna mikroRNA může cílit na 
stovky různých transkriptů, v případě omezeného poolu dané mikroRNA spolu jednotlivé 
transkripty (ceRNA molekuly) soutěží o tuto mikroRNA. Jako ceRNA molekuly působící 
v těchto sítích mohou vystupovat mRNA, transkripty pseudogenů, long non-coding RNA 
(lncRNA), cirkulární RNA (circRNA), obecně snad libovolné transkripty. MikroRNA jsou 
v ceRNA hypotéze slova, pomocí kterých tyto transkripty spolu komunikují. 
 
Pandolfiho hypotéza je potvrzována a využívána mnohými autory (Yang et al. 2016). Bylo 
např. zjištěno, že taurine-upregulated gene 1 (TUG1) z kategorie lncRNA působí jako 
onkogen v patogenezi karcinomu prostaty tím, že jako ceRNA negativně reguluje hladinu 
miR-26a (Yang et al. 2018). Vznikají práce, které analýzou expresních profilů a 
bioinformatickými přístupy mapují interakce nastíněné ceRNA hypotézou (Jin et al. 2017; 
Tian et al. 2018). 
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4.7 Vliv exprese vybraných protein kódujících genů a  mikroRNA na riziko 
relapsu plicních adenokarcinomů stadia 1 (Příloha 7) 
 
Svaton M, Kulda V, Mukensnabl P, Topolcan O, Pesek M, Dvorak P, Fiala O, Rousarova 
M, Hrda K, Pesta M: Vliv exprese vybraných protein kódujících genů a mikroRNA na 
riziko relapsu plicních adenokarcinomů stadia 1. Studia pneumologica et phtiseologica 
2017, 77(3): 93-103. 
 
Tuto práci (Svaton et al. 2017) publikovanou v českém recenzovaném časopise uvádím 
jako příklad studie, kde byla na začátku jasně položená jednoduchá klinická otázka a tomu 
přesně odpovídal pečlivě sestavený homogenní soubor pacientů. Šlo o pacienty s jedinou 
histologickou podskupinou nemalobuněčného karcinomu plic (NSCLC) – 
adenokarcinomem. Jednalo se jen o časná stádia (1A a 1B) léčená radikální chirurgií bez 
podané adjuvantní chemoterapie. Cílem bylo posoudit vztah exprese vybraných protein 
kódujících genů a mikroRNA k prognóze a pokusit se tak najít možný marker rizika 
recidivy onemocnění, který by pomohl identifikovat paciety s nepříznivou prognózou, 
kteří by mohli mít prospěch z podání adjuvantní chemoterapie. U žádné z celkového 
panelu stanovených mRNA a mikroRNA jsme ale neprokázali statisticky významný vztah 
mezi jejich expresí a prognózou. 
 
Adjuvantní chemoterapie je součástí léčby radikálně operovaných pacientů s plicními 
karcinomy stádií 2 a 3 (Péchoux et al. 2013). Pro stádium 1 nebyl pro celkovou populaci 
pacientů přínos adjuvantní chemoterapie prokázán (Buffoni et al. 2016), ale je známo, že i 
zde není riziko recidivy onemocnění po chirurgickém odstranění nádoru zanedbatelné (Liu 
et al. 2015). 
 
Naším cílem bylo posoudit vztah exprese vybraných DNA opravných genů (ERCC1, 
BRCA1), ABC transportérů (ABCC1, ABCC10, ABCG2, ATP7B, SLC22A1, SLC29A1) 
a mikroRNA (miR-15b, miR-21, miR-27a, miR34a, miR-99a, miR-106a, miR-107, miR-
143, miR-150, miR-192, miR-211, miR-218, miR-221, miR-224, miR-342 a miR-375) 
k době bez recidivy onemocnění (DFI) a celkovému přežití (OS) u pacientů s plicními 
adenokarcinomy nízkých stádií a pokusit se tak najít možný marker rizika recidivy 
onemocnění. 
 
Jednalo se o retrospektivní studii, soubor zahrnoval 42 pacientů (31 mužů a 11 žen), kteří 
podstoupili radikální operační výkon v letech 2003-2011 pro plicní adenokarcinom stádií 
1A nebo 1B bez adjuvantně podávané chemoterapie. V průběhu sledování se recidiva 
objevila u 19 pacientů. Bioptické vzorky byly odebrány během chirurgické resekce 
tumoru a zpracovány standardními laboratorními metodami na Šiklově ústavu patologie 
Fakultní nemocnice Plzeň. FFPE bločky byly skladovány při pokojové teplotě do doby 
analýzy. Celková RNA byla izolována soupravou miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, 




Kvantitativní stanovení exprese mRNA vybraných genů bylo provedeno pomocí  real-time 
RT-qPCR s užitím Universal Probe Library (UPL) sond (Roche, Mannheim, Germany) 
v technických duplikátech na přístroji Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA). Hodnoty exprese byly normalizovány k celkové RNA a k expresi 
glyceraldehyd-3fosfátdehydrogenázy (GAPDH). Stanovení exprese mikroRNA bylo 
provedeno pomocí TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, 
USA) v technických duplikátech na přístroji Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA), normalizováno k expresi RNU6B. 
 
Na celkovém souboru pacientů jsme neprokázali žádný statisticky významný vztah mezi 
expresí stanovovaných mRNA/mikroRNA a DFI/OS. Jediným statisticky signifikantním 
nálezem byl vztah mezi hladinou mRNA BRCA1 a OS u podskupiny kuřáků/exkuřáků. 
BRCA1 (breast cancer 1) se řadí mezi tumor supresorové geny, podílí se na opravách 
dvojitých zlomů DNA procesem homologní rekombinace (Roy et al. 2011; Prakash et al. 
2015). U NSCLC už byl dříve popsán prognostický význam exprese BRCA1, kdy vysoká 
exprese BRCA1 znamenala kratší OS (Rosell et al. 2007), k podobným závěrům vedou i 




4.8 MikroRNA u karcinomu prostaty (Příloha 8) 
 
Pesta M, Kulda V: MikroRNA u karcinomu prostaty. In: Slabý O, Svoboda M: 
MikroRNA v onkologii. Galén, Praha, 2012, ISBN 978-80-7262-587-1, str. 169–182. 
 
Lékařská fakulta v Plzni patřila kolem roku 2010 k několika málo pracovištím v České 
republice, kde byl tým pracovníků s praktickými zkušenostmi s výzkumem mikroRNA 
u onkologických onemocnění s poznatky publikovanými v mezinárodních odborných 
časopisech (Kulda et al. 2010; Pesta et al. 2010). Byli jsme požádáni, abychom přispěli do 
v té době vznikající monografie MikroRNA v onkologii (Slabý a Svoboda 2012) kapitolou 
pojednávající o mikroRNA v nádorové biologii karcinomu prostaty. 
 
Karcinom prostaty patří celosvětově mezi nejčastější maligní nádory diagnostikované 
u mužů. Přestože patogeneze není na molekulární úrovni tak přesně zmapována jako např. 
patogeneze kolorektálního karcinomu, v posledních letech se naše znalosti v této oblasti 
značně prohloubily. Kromě mapování genetických změn jsou intenzivně studovány i 
změny epigenetické, které také přispívají k iniciaci a progresi tohoto onemocnění. 
V současnosti jsou intenzivně zkoumány tři typy epigenetických změn, a to methylace 
DNA, remodelace chromatinu a regulace genové exprese molekulami mikroRNA. Nynější 
model patogeneze karcinomu prostaty předpokládá postupnou kumulaci změn ve tkáni 
prostaty zahrnující ztrátu exprese genu HPC1, změny týkající se genu pro androgenní 
receptor (AR) a dalších (snížení exprese tumor supresorových genů PTEN a NKX3.1 a ke 
zvýšení exprese onkogenu cMYC). Výsledkem je změna normální tkáně prostaty ve tkáň 
označovanou jako prostatická intraepiteliální neoplázie (PIN). Průběh onemocnění je 
zásadně ovlivněn vznikem fúzního genu TMPRSS2-ERG v lézích typu PIN a dále 
vznikem androgen nezávislého růstu nádoru. K výše uvedeným genetickým změnám 
přispívají také změny epigenetické. Pozornost se soustřeďuje na roli mikroRNA ve vztahu 
ke schopnosti nádorových buněk zabránit apoptóze, vést k deregulaci kontroly proliferace 
a dále na ovlivnění androgenní signalizace. S rostoucím porozuměním zapojení molekul 
mikroRNA v patogenezi karcinomu prostaty se zkoumá možnost jejich využití jako 
biomarkerů a také jako cílů protinádorové léčby. 
 
Kapitola v knize shrnuje poznatky platné v době jejího vzniku, je členěna do podkapitol: 
 
 MikroRNA a apoptóza u karcinomu prostaty 
 MikroRNA a androgenní signalizace 
 Vybrané mikroRNA se vztahem ke karcinomu prostaty 
(miR-21, miR-15a/miR-16, miR-20a, miR-32, miR-34, miR-200, miR-221/miR-
222, miR-125b) 
 MikroRNA a léčba 
 Využití molekul mikroRNA jako biomarkerů u karcinomu prostaty 
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Pro knihu jsme vytvořili obrázek znázorňující roli různých mikroRNA v patogenezi 





















Obrázek 19 - Vztah mikroRNA molekul k apoptóze a androgenní signalizaci    
v patogenezi karcinomu prostaty 
 
Levá část obrázku 
Zabránění apoptóze je klíčová událost v karcinogenezi. Řada mikroRNA působí zásahem do buněčných 
signálních drah přímo souvisejících s buněčným cyklem a apoptózou. miR-125b inhibuje proapoptotické 
geny BAK1 a BBC3. miR-21 cílí na tumor supresorové geny se vztahem k apoptóze PTEN a PDCD4. 
Některé mikroRNA mají vztah k proteinu p53. Prostřednictvím miR-34 je vykonávána alespoň část efektů 
p53 vedoucích k zástavě buněčného cyklu. Klastr miR-15a/miR-16 indukuje apoptózu represí 
antiapoptotického proteinu Bcl-2. miR-32 brání apoptóze inhibicí exprese proapoptoticky působícího 
BCL2L11. miR-20a a miR-205 jsou zapojeny do řízení hladiny transkripčních faktorů rodiny E2F. 
 
Pravá část obrázku 
Androgeny prostupují buněčnou membránou dovnitř buňky. Účinkem enzymu 5-alfa-reduktázy se mění 
testosteron na mnohem více účinný dihydrotestosteron (DHT). Jak testosteron, tak DHT se vážou na 
androgenní receptor (AR), který vazbou androgenů mění konformaci a dimerizuje. Aktivovaný androgenní 
receptor působí jako specifický transkripční faktor, který se váže na sekvenci DNA nazývanou androgen 
responsivní element (ARE), a tak podporuje transkripci androgeny řízených genů, mezi něž patří mimo jiné i 





4.9 Significance of methylation status and the expression of RECK mRNA in lung 
tissue of patients with NSCLC (Příloha 9) 
 
Pesta M, Kulda V, Topolcan O, Safranek J, Vrzalova J, Cerny R, Holubec L: 
Significance of methylation status and the expression of RECK mRNA in lung tissue 
of patients with NSCLC. Anticancer Res 2009, 29(11): 4535–4539. 
 
V této práci (Pesta et al. 2009) jsme se zaměřili na vztah mezi methylací promotoru genu 
pro RECK (reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs), expresí mRNA 
RECK genu, bezpříznakovým obdobím (DFI) a celkovým přežitím (OS) u pacientů 
s nemalobuněčným plicním karcinomem (NSCLC). 
 
RECK je mebránově vázaný glykoprotein, který negativně reguluje aktivitu matrixových 
metaloproteináz (MMP) a bylo o něm před začátkem naší práce publikováno, že má tumor 
supresorové působení  (Eisenberg et al. 2002; Noda et al. 2003). MMP jsou enzymy 
degradující komponenty extracelulární matrix (ECM), tím se podílejí na růstu, šíření a 
metastazování nádorů (Egeblad a Werb 2002; Alaseem et al. 2017). Ukázalo se, že MMP 
působí i na jiné substráty než jen na komponenty ECM (kolageny, elastin, želatin), mohou 
specificky působit i na některé receptory nebo cytokiny (Van Lint a Libert 2007; Schlage 
a auf dem Keller 2015) a tak zasahovat do regulací všech možných buněčných procesů. 
Výzkum MMP a jejich přirozených inhibitorů, tkáňových inhibitorů metaloproteináz 
(TIMPs, tissue inhibitors of metalloproteinases) probíhal také na našem pracovišti (Pesta 
et al. 2005; Sutnar et al. 2007; Safranek et al. 2007, 2009; Pesta et al. 2011), to byl také 
jeden z důvodů, proč jsme se rozhodli zabývat dalším hráčem inhibujícím aktivitu MMP, 
proteinem RECK. 
 
O regulaci exprese RECK bylo publikováno, že se na ní podílejí epigenetické mechanismy 
jako acetylace histonů (Chang et al. 2004) a methylace promotoru tohoto genu (Cho et al. 
2007; Chang et al. 2007). 
 
Methylační statut promotoru a hladina exprese mRNA byly stanovovány v párových 
vzorcích tkáně (nádor – normální plicní tkáň) 50 pacientů (33 mužů, 17 žen) s NSCLC 
operovaných v letech 2005–2007. 
 












Exprese RECK mRNA byla stanovena pomocí real-time RT-qPCR na přístroji Rotor-
Gene 2000 (Corbett Research, Australia) s použitím nespecifického interkalačního barviva 











Obrázek 20 - Ukázka záznamu kvantifikace RECK mRNA (Rotor-Gene, SYBR Green I), 
ověření specificity analýzou křivky tání 
 
Methylační statut byl analyzován methylačně specifickou PCR (Shames et al. 2007). 
Analyzovaným materiálem je v tomto případě DNA. Principem je konverze 
nemethylovaného cytosinu na uracil (bisulfitová modifikace), methylovaný cytosin 
zůstává nezměněn. Následně se provede PCR se specifickými primery pro 
nemethylovanou sekvenci (cytosin → uracil) a se specifickými primery pro methylovanou 












Obrázek 21 - Ukázka elektroforetického vyhodnocení methylačně specifické PCR 
(primery pro methylovanou sekvenci, methylace promotoru je přítomna ve vzorcích 2 a 4)  
 
Zaznamenali jsme nižší expresi mRNA genu RECK v nádorové tkáni ve srovnání 
s normální plicní tkání (p=0,0032). V histologické podskupině epidermoidního karcinomu 
jsme nalezli nižší expresi RECK ve srovnání s adenokarcinomem (p=0,0051). Dále jsme 
prokázali, že existují rozdíly v expresi podle stádia nemoci. Vyšší exprese byla nalezena 































Zjistili jsme, že u vzorků s methylovaným promotorem genu pro RECK je signifikantně 
nižší exprese mRNA tohoto genu (p=0,0400). Nezjistili jsme žádný vztah methylace 
promotoru a exprese genu RECK ke klinickopatologickým hodnotám (DFI, OS). 
 









Methylace promotoru genu RECK snižuje expresi mRNA tohoto genu a je tudíž jedním 
z jeho regulačních mechanismů. Naše výsledky potvrzují, že RECK může být pokládán za 




4.10 Prognostic significance of TMPRSS2-ERG fusion gene in prostate cancer 
(Příloha 10) 
 
Kulda V, Topolcan O, Kucera R, Kripnerova M, Srbecka K, Hora M, Hes O, Klecka J, 
Babuska V, Rousarova M, Benson V, Pesta M: Prognostic Significance of TMPRSS2-
ERG Fusion Gene in Prostate Cancer. Anticancer Res 2016, 36(9): 4787–4793. 
 
Cílem této studie (Kulda et al. 2016) bylo stanovení exprese fúzního genu TMPRSS2-
ERG a zhodnocení jeho prognostického potenciálu u karcinomu prostaty. 
 
Karcinom prostaty je u mužů nejčastějším nádorem a třetí nejčastější příčinou úmrtí na 
maligní onemocnění. Naše pracoviště se tímto zhoubným onemocněním dlouhodobě 
zabývá, vznikla zde publikace zabývající se stanovením exprese prostate cancer gene 3 
(PCA3) v moči za účelem časné diagnostiky (Klecka et al. 2010). Gen PCA3, dříve také 
nazývaný DD3 (diferential display 3) je dnes zařazen mezi geny pro long non-coding 
RNA (lncRNA) a je zapojen do regulací androgenní signalizace v buňkách prostaty 
(Lemos et al. 2016). 
 
Karcinom prostaty je velmi heterogenní onemocnění. Ve většině případů roste pomalu, má 
malý potenciál k progresi a klinicky se někdy ani neprojevuje. Ale vyskytují se i formy 
s rychlým průběhem (Attard et al. 2016; Stangelberger et al. 2008). Rutinní stanovení 
sérových hodnot prostatického specifického antigenu (PSA) vede k odhalení časných 
stádií. Hlavní limitací PSA je však nízká pozitivní prediktivní hodnota. Agresivní terapie 
karcinomu prostaty přináší pro pacienta řadu komplikací (Storås et al. 2015; Dahl et al. 
2015), proto jsou hledány nové markery schopné předpovědět progresi a generalizaci 
onemocnění. Současný výzkum ukazuje slibnou cestu, jak rozpoznat pacienty 
s nepříznivou prognózou (tj. pacienty, kteří by měli prospěch z radikální léčby). Jako 
klíčový v patogenezi agresivních forem karcinomu prostaty se ukazuje fúzní gen 
TMPRSS2-ERG (Tomlins et al. 2005; Hägglöf et al. 2014; Font-Tello et al. 2015). 
TMPRSS2 je transmembránová serinová proteáza specifická pro prostatu, jejíž exprese je 
řízena androgeny. ERG je gen z rodiny transkripčních faktorů ETS (erythroblastosis virus 
E26 transformující sekvence). Translokací vedoucí ke vzniku fúzního genu se dostane 
onkogen pod kontrolu promotoru závislého na androgenech. Ve způsobu, jakým 
translokace proběhne a jaký transkript je produkován, je velká diverzita (Clark et al. 
2007). 
 
Studovaná skupina zahrnovala 108 mužů, kteří podstoupili radikální prostatektomii pro 
karcinom prostaty. Předoperační hladina PSA proteinu jako rutinně používaného markeru 
byla měřena v periferní krvi. Přítomnost fúzního genu TMPRSS2-ERG byla stanovena 
v histologicky ověřené nádorové tkáni z FFPE bločků pomocí real-time RT-qPCR s LNA 
(locked nucleic acids) sondou na přístroji Stratagene Mx3005P. Zvolili jsme analýzu na 
úrovni transkriptu (RNA), tj. po izolaci celkové RNA byla provedena reverzní transkripce 
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s využitím náhodných hexanukleotidů jako primerů. Množství transkriptů pocházejících 










Obrázek 22 - Ukázka FFPE bločku a řezu obarveného H&E s označením nádorové tkáně 
 
Fúzní gen TMPRSS2-ERG byl detegován u 13 vzorků (12 % pacientů). Přítomnost 
fúzního genu nezávisela na věku pacientů ani na Gleason skóre. U vyšších klinických 
stádií bylo vyšší procento výskytu fúze TMPRSS2-ERG. 
 












Zaznamenali jsme statisticky významný vztah přítomnosti fúzního genu TMPRSS2-ERG 
v nádorové tkáni a délky bezpříznakového období (disease-free interval, DFI) (p=0,0020). 

















Vztah mezi přítomností fúzního genu TMPRSS2-ERG a bezpříznakového období (času do 
progrese) je klinicky zajímavý výsledek. Toto stanovení by mohlo identifikovat pacienty 
s vysokou pravděpodobností progrese onemocnění a pomoci zvolit pro takové pacienty 
nejvhodnější terapii. 
 
Nedávno publikovaná práce ukazuje možnosti léčebných zásahů u nádorů, v jejichž 
patogenezi hraje roli fúzní gen (Gao et al. 2018). Další práce popisuje identifikaci 
nízkomolekulárního specifického inhibitoru ERG a naznačuje jeho možné použití v terapii 
karcinomů prostaty s přítomností fúzního genu TMPRSS2-ERG (Mohamed et al. 2018). 
 
Ve stejných vzorcích byla stanovena hladina exprese miR-23b, miR-26a a miR-221, 
u kterých jsme na základě rešerše litetury očekávali, že by mohly mít také vztah 
k agresivitě nádoru a prognóze (Majid et al. 2012; Kato et al. 2015; Kneitz et al. 2014). 
U těchto mikroRNA jsme nenalezli žádný vztah k DFI ani k přítomnosti fúzního genu 
TMPRSS2-ERG. Zaznamenali jsme pouze jejich sníženou expresi v nádorové tkáni ve 
srovnání s okolní nenádorovou prostatickou tkání. 
 
Rozeberu pobrobněji současný pohled na miR-221. Je to mikroRNA, která se prokazatelně 
podílí na karcinogenezi, ale u které nelze říci, zda působí jako onkogen nebo jako tumor 
supresor. Záleží na typu nádoru a dalších podmínkách působení (Abak et al. 2018). Např. 
u neuroblastomu působí onkogenně cílením na Nemo-like kinase (NLK) a tak zvyšuje 
expresi onkogenního transkripčního faktoru typického pro neuroblastom MYCN (He et al. 
2017). U epiteliálních ovariálních nádorů naopak miR-221 cílením na ADP-ribosylation 
factor 4 (ARF4) působí jako tumor supresor (Wu et al. 2018). Velmi kontroverzní jsou 
poznatky o miR-221 v souvislosti s karcinomem prostaty. Mnoho prací ukazuje na její 
proliferaci a progresi nádoru podporující působení (Sun et al. 2014; Song et al. 2015; Shao 
et al. 2018), ale na druhé straně existuje řada prací včetně našeho zjištění, že tato 
mikroRNA je v tkáni karcinomu prostaty down-regulovaná (Spahn et al. 2010; 
Gordanpour et al. 2011; Xuan et al. 2015). Vysvětlení naznačuje zjištění, že exprese miR-
221 je regulovaná androgeny tak, že androgeny snižují expresi miR-221. V léčbě 
karcinomu prostaty je běžná androgenní deprivační terapie (ADT), která vede k derepresi 
exprese miR-221. K další změně dojde v případě vývoje karcinomu prostaty rezistentního 
na kastraci (Gui et al. 2017). Tím jsem chtěl ukázat na obrovskou komplexitu sítí 









Naše výsledky založené na stanovení exprese mikroRNA v biologickém materiálu 
ukázaly, že tyto regulační molekuly mohou odrážet klinickopatologické vlastnosti nádoru 
a najít uplatnění jako biomarkery např. pro svoji prognostickou hodnotu nebo jako 
markery odpovědi na léčbu. 
 
Naše zkušenosti potvrzují, že mikroRNA jsou stanovitelné nejen přímo v nativní nádorové 
tkáni, ale i ve formalínem fixované v parafínu zalité (FFPE) tkáni, která je rutinně 
připravována pro histopatologická vyšetření. Co je ale pro klinickou medicínu 
nejvýhodnější, vyšetřovaným materiálem může být i krev a její deriváty (krevní plazma). 
Odběr krve je minimálně invazivní a může být prováděn opakovaně za účelem 
monitorování průběhu onemocnění. 
 
U pacientů s kolorektálním karcinomem jsme jako jedni z prvních ukázali na prognostický 
význam miR-21. 
 
V tkáni karcinomu prostaty jsme popsali vyšší expresi miR-20a u hůře diferencovaných 
nádorů s vyšším Gleason skóre a ukázali, že přítomnost fúzního genu TMPRSS2-ERG 
znamená horší prognózu. 
 
Novým poznatkem u nádorů hlavy a krku (HNSCC) bylo nalezení vztahu exprese miR-
34a a p16-pozitivity jako markeru HPV infekce. 
 
U pacientů s pokročilými stádii karcinomu žaludku jsme našli mikroRNA (miR-150, miR-
224 a miR-342) s prognostickým významem, jejichž vysoká exprese v nádorové tkáni 
znamenala kratší celkové přežití. 
 
Práce týkající se nemalobuněčného plicního karcinomu (NSCLC) ukázala, že methylace 
promotoru genu RECK snižuje expresi mRNA tohoto genu a je tudíž jedním 
z mechanismů potlačení jeho funkce v nádorové tkáni. Na souboru pacientů s pokročilým 
epidermoidním karcinomem léčených paliativní chemoterapií jsme našli vztah miR-34a, 
miR-224 a miR-342 k celkovému přežití. Zároveň jsme dospěli k závěru, že výsledek 
stanovení jedné jediné mikroRNA nemusí být postačující bez znalosti exprese dalších 
hráčů na poli mikroRNA – RNA interakcí. Vysoká hladina jedné konkrétní mikroRNA 
může být totiž za jistých okolností spojena s nepříznivou prognózou, za jiných okolností 
naopak s prognózou velmi dobrou. 
 
Zatím nepublikované výsledky srovnání předoperačních a pooperačních plazmatických 
hladin cirkulujících mikroRNA ukázaly pokles miR-20a-5p, miR-23a-3p a miR-223a-3p 
po chirurgickém odstranění kolorektálního karcinomu. 
 
Úplným závěrem shrnu, že deregulace genové exprese hraje roli v patogenezi nádorových 







1. ABAK, A., S. AMINI, E. SAKHINIA a A. ABHARI, 2018. MicroRNA-221: biogenesis, function and 
signatures in human cancers. European Review for Medical and Pharmacological Sciences. 22(10), 
3094–3117. ISSN 2284-0729.  
2. ADHAMI, Masoumeh, Ali Akbar HAGHDOOST, Balal SADEGHI a Reza MALEKPOUR AFSHAR, 
2018. Candidate miRNAs in human breast cancer biomarkers: a systematic review. Breast Cancer 
(Tokyo, Japan. 25(2), 198–205. ISSN 1880-4233. 
3. ALASEEM, Ali, Khalid ALHAZZANI, Priya DONDAPATI, Saad ALOBID, Anupam BISHAYEE a 
Appu RATHINAVELU, 2017. Matrix Metalloproteinases: A challenging paradigm of cancer 
management. Seminars in Cancer Biology. ISSN 1096-3650. 
4. AMANKWATIA, E. B., P. CHAKRAVARTY, F. A. CAREY, S. WEIDLICH, R. J. C. STEELE, A. J. 
MUNRO, C. R. WOLF a G. SMITH, 2015. MicroRNA-224 is associated with colorectal cancer 
progression and response to 5-fluorouracil-based chemotherapy by KRAS-dependent and -independent 
mechanisms. British Journal of Cancer. 112(9), 1480–1490. ISSN 1532-1827. 
5. AMBROS, Victor, Bonnie BARTEL, David P. BARTEL, Christopher B. BURGE, James C. 
CARRINGTON, Xuemei CHEN, Gideon DREYFUSS, Sean R. EDDY, Sam GRIFFITHS-JONES, 
Mhairi MARSHALL, Marjori MATZKE, Gary RUVKUN a Thomas TUSCHL, 2003. A uniform 
system for microRNA annotation. RNA (New York, N.Y.). 9(3), 277–279. ISSN 1355-8382.  
6. ARAB, Ayda, Morteza KARIMIPOOR, Shiva IRANI, Arda KIANI, Sirous ZEINALI, Elham 
TAFSIRI a Kambiz SHEIKHY, 2017. Potential circulating miRNA signature for early detection of 
NSCLC. Cancer Genetics. 216-217, 150–158. ISSN 2210-7762. 
7. ATTARD, Gerhardt, Chris PARKER, Ros A. EELES, Fritz SCHRÖDER, Scott A. TOMLINS, Ian 
TANNOCK, Charles G. DRAKE a Johann S. DE BONO, 2016. Prostate cancer. Lancet (London, 
England). 387(10013), 70–82. ISSN 1474-547X. 
8. BAKER, S. J., E. R. FEARON, J. M. NIGRO, S. R. HAMILTON, A. C. PREISINGER, J. M. JESSUP, 
P. VANTUINEN, D. H. LEDBETTER, D. F. BARKER, Y. NAKAMURA, R. WHITE a B. 
VOGELSTEIN, 1989. Chromosome 17 deletions and p53 gene mutations in colorectal carcinomas. 
Science (New York, N.Y.). 244(4901), 217–221. ISSN 0036-8075.  
9. BANDRÉS, E., E. CUBEDO, X. AGIRRE, R. MALUMBRES, R. ZÁRATE, N. RAMIREZ, A. 
ABAJO, A. NAVARRO, I. MORENO, M. MONZÓ a J. GARCÍA-FONCILLAS, 2006. Identification 
by Real-time PCR of 13 mature microRNAs differentially expressed in colorectal cancer and non-
tumoral tissues. Molecular Cancer. 5, 29. ISSN 1476-4598. 
10. BARTEL, David P., 2004. MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and function. Cell. 116(2), 
281–297. ISSN 0092-8674.  
11. BONI, Valentina, Nerea BITARTE, Ion CRISTOBAL, Ruth ZARATE, Javier RODRIGUEZ, Evaristo 
MAIELLO, Jesus GARCIA-FONCILLAS a Eva BANDRES, 2010. miR-192/miR-215 influence 5-
fluorouracil resistance through cell cycle-mediated mechanisms complementary to its post-
transcriptional thymidilate synthase regulation. Molecular Cancer Therapeutics. 9(8), 2265–2275. 
ISSN 1538-8514. 
12. BROSIUS, Jürgen a Carsten A. RAABE, 2016. What is an RNA? A top layer for RNA classification. 
RNA biology. 13(2), 140–144. ISSN 1555-8584. 
13. BUFFONI, Lucio, Tiziana VAVALÀ a Silvia NOVELLO, 2016. Adjuvant Therapy of Resected Non-




14. CALIN, George A., Amelia CIMMINO, Muller FABBRI, Manuela FERRACIN, Sylwia E. WOJCIK, 
Masayoshi SHIMIZU, Cristian TACCIOLI, Nicola ZANESI, Ramiro GARZON, Rami I. AQEILAN, 
Hansjuerg ALDER, Stefano VOLINIA, Laura RASSENTI, Xiuping LIU, Chang-Gong LIU, Thomas J. 
KIPPS, Massimo NEGRINI a Carlo M. CROCE, 2008. MiR-15a and miR-16-1 cluster functions in 
human leukemia. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America. 
105(13), 5166–5171. ISSN 1091-6490. 
15. CATTO, James W. F., Antonio ALCARAZ, Anders S. BJARTELL, Ralph DE VERE WHITE, 
Christopher P. EVANS, Susanne FUSSEL, Freddie C. HAMDY, Olli KALLIONIEMI, Lourdes 
MENGUAL, Thorsten SCHLOMM a Tapio VISAKORPI, 2011. MicroRNA in prostate, bladder, and 
kidney cancer: a systematic review. European Urology. 59(5), 671–681. ISSN 1873-7560. 
16. CERNA, Monika, Lubos HOLUBEC, Martin PESTA, Stanislav KORMUNDA, Ondrej TOPOLCAN a 
Radim CERNY, 2006. Quantitative estimation of CEA and CK20 expression in tumour tissue of 
colorectal cancer and its liver metastases with reverse transcription and real-time PCR. Anticancer 
Research. 26(1B), 803–808. ISSN 0250-7005.  
17. CIDON, Esther Una, Sara G. ELLIS, Yasir INAM, Sola ADELEKE, Sara ZARIF a Tom GELDART, 
2013. Molecular targeted agents for gastric cancer: a step forward towards personalized therapy. 
Cancers. 5(1), 64–91. ISSN 2072-6694. 
18. CLARK, J., S. MERSON, S. JHAVAR, P. FLOHR, S. EDWARDS, C. S. FOSTER, R. EELES, F. L. 
MARTIN, D. H. PHILLIPS, M. CRUNDWELL, T. CHRISTMAS, A. THOMPSON, C. FISHER, G. 
KOVACS a C. S. COOPER, 2007. Diversity of TMPRSS2-ERG fusion transcripts in the human 
prostate. Oncogene. 26(18), 2667–2673. ISSN 0950-9232.  
19. CORNEY, David C., Andrea FLESKEN-NIKITIN, Andrew K. GODWIN, Wei WANG a Alexander 
Yu NIKITIN, 2007. MicroRNA-34b and MicroRNA-34c are targets of p53 and cooperate in control of 
cell proliferation and adhesion-independent growth. Cancer Research. 67(18), 8433–8438. ISSN 0008-
5472. 
20. CROCE, Carlo M., 2008. Oncogenes and cancer. The New England Journal of Medicine. 358(5), 502–
511. ISSN 1533-4406. 
21. CURTIS, Helen J., Christopher R. SIBLEY a Matthew J. A. WOOD, 2012. Mirtrons, an emerging 
class of atypical miRNA. Wiley interdisciplinary reviews. RNA. 3(5), 617–632. ISSN 1757-7012. 
22. DAHL, Sigrun, Jon Håvard LOGE, Viktor BERGE, Alv Andreas DAHL, Milada CVANCAROVA a 
Sophie Dorothea FOSSÅ, 2015. Influence of radical prostatectomy for prostate cancer on work status 
and working life 3 years after surgery. Journal of Cancer Survivorship: Research and Practice. 9(2), 
172–179. ISSN 1932-2267. 
23. DE SPIEGELAERE, Ward, Jutta DERN-WIELOCH, Roswitha WEIGEL, Valérie SCHUMACHER, 
Hubert SCHORLE, Daniel NETTERSHEIM, Martin BERGMANN, Ralph BREHM, Sabine 
KLIESCH, Linos VANDEKERCKHOVE a Cornelia FINK, 2015. Reference gene validation for RT-
qPCR, a note on different available software packages. PloS One. 10(3), e0122515. ISSN 1932-6203. 
24. EDDY, S. R., 2001. Non-coding RNA genes and the modern RNA world. Nature Reviews. Genetics. 
2(12), 919–929. ISSN 1471-0056. 
25. EGEBLAD, Mikala a Zena WERB, 2002. New functions for the matrix metalloproteinases in cancer 
progression. Nature Reviews. Cancer. 2(3), 161–174. ISSN 1474-175X. 
26. EISENBERG, I., H. HOCHNER, M. SADEH, Z. ARGOV a S. MITRANI-ROSENBAUM, 2002. 
Establishment of the genomic structure and identification of thirteen single-nucleotide polymorphisms 
in the human RECK gene. Cytogenetic and Genome Research. 97(1-2), 58–61. ISSN 1424-8581. 
27. ESQUELA-KERSCHER, Aurora a Frank J. SLACK, 2006. Oncomirs - microRNAs with a role in 
cancer. Nature Reviews. Cancer. 6(4), 259–269. ISSN 1474-175X. 
49 
 
28. FABBRI, Muller, Mircea IVAN, Amelia CIMMINO, Massimo NEGRINI a George A. CALIN, 2007. 
Regulatory mechanisms of microRNAs involvement in cancer. Expert Opinion on Biological Therapy. 
7(7), 1009–1019. ISSN 1744-7682. 
29. FEARON, Eric R. a Bert VOGELSTEIN, 1990. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell. 
61(5), 759–767. ISSN 00928674. 
30. FIRE, A., S. XU, M. K. MONTGOMERY, S. A. KOSTAS, S. E. DRIVER a C. C. MELLO, 1998. 
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature. 
391(6669), 806–811. ISSN 0028-0836. 
31. FONT-TELLO, Alba, Núria JUANPERE, Silvia DE MUGA, Marta LORENZO, José A. LORENTE, 
Lluis FUMADO, Laia SERRANO, Sergio SERRANO, Josep LLORETA a Silvia HERNÁNDEZ, 
2015. Association of ERG and TMPRSS2-ERG with grade, stage, and prognosis of prostate cancer is 
dependent on their expression levels. The Prostate. 75(11), 1216–1226. ISSN 1097-0045. 
32. GAO, Qingsong, Wen-Wei LIANG, Steven M. FOLTZ, Gnanavel MUTHARASU, Reyka G. 
JAYASINGHE, Song CAO, Wen-Wei LIAO, Sheila M. REYNOLDS, Matthew A. 
WYCZALKOWSKI, Lijun YAO, Lihua YU, Sam Q. SUN, FUSION ANALYSIS WORKING 
GROUP, CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, Ken CHEN, Alexander J. LAZAR, 
Ryan C. FIELDS, Michael C. WENDL, Brian A. VAN TINE, Ravi VIJ, Feng CHEN, Matti NYKTER, 
Ilya SHMULEVICH a Li DING, 2018. Driver Fusions and Their Implications in the Development and 
Treatment of Human Cancers. Cell Reports. 23(1), 227–238.e3. ISSN 2211-1247. 
33. GORDANPOUR, Aida, Aleksandra STANIMIROVIC, Robert K. NAM, Carlos S. MORENO, 
Christopher SHERMAN, Linda SUGAR a Arun SETH, 2011. miR-221 Is down-regulated in 
TMPRSS2:ERG fusion-positive prostate cancer. Anticancer Research. 31(2), 403–410. ISSN 1791-
7530. 
34. GOVINDAN, Ramaswamy, Li DING, Malachi GRIFFITH, Janakiraman SUBRAMANIAN, Nathan 
D. DEES, Krishna L. KANCHI, Christopher A. MAHER, Robert FULTON, Lucinda FULTON, John 
WALLIS, Ken CHEN, Jason WALKER, Sandra MCDONALD, Ron BOSE, David ORNITZ, Donghai 
XIONG, Ming YOU, David J. DOOLING, Mark WATSON, Elaine R. MARDIS a Richard K. 
WILSON, 2012. Genomic landscape of non-small cell lung cancer in smokers and never-smokers. Cell. 
150(6), 1121–1134. ISSN 1097-4172. 
35. GRIFFITHS-JONES, Sam, Russell J. GROCOCK, Stijn VAN DONGEN, Alex BATEMAN a Anton J. 
ENRIGHT, 2006. miRBase: microRNA sequences, targets and gene nomenclature. Nucleic Acids 
Research. 34, D140–144. ISSN 1362-4962. 
36. GUI, Bin, Chen-Lin HSIEH, Philip W. KANTOFF, Adam S. KIBEL a Li JIA, 2017. Androgen 
receptor-mediated downregulation of microRNA-221 and -222 in castration-resistant prostate cancer. 
PloS One. 12(9), e0184166. ISSN 1932-6203. 
37. GUO, Chunmei, Shuqing LIU a Ming-Zhong SUN, 2013. Novel insight into the role of GAPDH 
playing in tumor. Clinical & Translational Oncology: Official Publication of the Federation of Spanish 
Oncology Societies and of the National Cancer Institute of Mexico. 15(3), 167–172. ISSN 1699-3055. 
38. HAGAN, J. P. a C. M. CROCE, 2007. MicroRNAs in carcinogenesis. Cytogenetic and Genome 
Research. 118(2-4), 252–259. ISSN 1424-859X. 
39. HÄGGLÖF, Christina, Peter HAMMARSTEN, Kerstin STRÖMVALL, Lars EGEVAD, Andreas 
JOSEFSSON, Pär STATTIN, Torvald GRANFORS a Anders BERGH, 2014. TMPRSS2-ERG 
expression predicts prostate cancer survival and associates with stromal biomarkers. PloS One. 9(2), 
e86824. ISSN 1932-6203. 
40. HAINAUT, Pierre a Gerd P. PFEIFER, 2016. Somatic TP53 Mutations in the Era of Genome 
Sequencing. Cold Spring Harbor Perspectives in Medicine. 6(11). ISSN 2157-1422. 
50 
 
41. HANAHAN, Douglas a Robert A. WEINBERG, 2011. Hallmarks of Cancer: The Next Generation. 
Cell. 144(5), 646–674. ISSN 00928674. 
42. HANAHAN, D. a R. A. WEINBERG, 2000. The hallmarks of cancer. Cell. 100(1), 57–70. ISSN 0092-
8674.  
43. HART, Martin, Elke NOLTE, Sven WACH, Jaroslaw SZCZYRBA, Helge TAUBERT, Tilman T. 
RAU, Arndt HARTMANN, Friedrich A. GRÄSSER a Bernd WULLICH, 2014. Comparative 
microRNA profiling of prostate carcinomas with increasing tumor stage by deep sequencing. 
Molecular cancer research: MCR. 12(2), 250–263. ISSN 1557-3125. 
44. HAYASHITA, Yoji, Hirotaka OSADA, Yoshio TATEMATSU, Hideki YAMADA, Kiyoshi 
YANAGISAWA, Shuta TOMIDA, Yasushi YATABE, Katsunobu KAWAHARA, Yoshitaka SEKIDO 
a Takashi TAKAHASHI, 2005. A polycistronic microRNA cluster, miR-17-92, is overexpressed in 
human lung cancers and enhances cell proliferation. Cancer Research. 65(21), 9628–9632. ISSN 0008-
5472. 
45. HE, Xiao-Yan, Zheng-Lan TAN, Qin MOU, Fang-Jie LIU, Shan LIU, Chao-Wen YU, Jin ZHU, Lin-
Ya LV, Jun ZHANG, Shan WANG, Li-Ming BAO, Bin PENG, Hui ZHAO a Lin ZOU, 2017. 
microRNA-221 Enhances MYCN via Targeting Nemo-like Kinase and Functions as an Oncogene 
Related to Poor Prognosis in Neuroblastoma. Clinical Cancer Research: An Official Journal of the 
American Association for Cancer Research. 23(11), 2905–2918. ISSN 1078-0432. 
46. HOLLSTEIN, M., D. SIDRANSKY, B. VOGELSTEIN a C. C. HARRIS, 1991. p53 mutations in 
human cancers. Science (New York, N.Y.). 253(5015), 49–53. ISSN 0036-8075.  
47. HU, Nan, Jun Feng YIN, Ze JI, Yidong HONG, Puyuan WU, Baoxiang BIAN, Ziyan SONG, Rutian 
LI, Qin LIU a Fenglei WU, 2017. Strengthening Gastric Cancer Therapy by Trastuzumab-Conjugated 
Nanoparticles with Simultaneous Encapsulation of Anti-MiR-21 and 5-Fluorouridine. Cellular 
Physiology and Biochemistry: International Journal of Experimental Cellular Physiology, 
Biochemistry, and Pharmacology. 44(6), 2158–2173. ISSN 1421-9778. 
48. CHANG, Huang-Chou, Chun-Yu CHO a Wen-Chun HUNG, 2007. Downregulation of RECK by 
promoter methylation correlates with lymph node metastasis in non-small cell lung cancer. Cancer 
Science. 98(2), 169–173. ISSN 1347-9032. 
49. CHANG, Hui-Chiu, Li-Teh LIU a Wen-Chun HUNG, 2004. Involvement of histone deacetylation in 
ras-induced down-regulation of the metastasis suppressor RECK. Cellular Signalling. 16(6), 675–679. 
ISSN 0898-6568. 
50. CHAPMAN, Joanne R. a Jonas WALDENSTRÖM, 2015. With Reference to Reference Genes: A 
Systematic Review of Endogenous Controls in Gene Expression Studies. PloS One. 10(11), e0141853. 
ISSN 1932-6203. 
51. CHEN, Gang, Yong TANG, Jiang-Hua WU a Feng-Hua LIU, 2014. Role of microRNAs in diagnosis 
and treatment of the pathogenesis of gastric cancer. International Journal of Clinical and Experimental 
Medicine. 7(12), 5947–5957. ISSN 1940-5901.  
52. CHEN, Jiezhong a Kong-Nan ZHAO, 2015. HPV-p53-miR-34a axis in HPV-associated cancers. 
Annals of Translational Medicine. 3(21), 331. ISSN 2305-5839. 
53. CHEN, X., X. GUO, H. ZHANG, Y. XIANG, J. CHEN, Y. YIN, X. CAI, K. WANG, G. WANG, Y. 
BA, L. ZHU, J. WANG, R. YANG, Y. ZHANG, Z. REN, K. ZEN, J. ZHANG a C.-Y. ZHANG, 2009. 






54. CHO, Chun-Yu, Jui-Ho WANG, Hui-Chiu CHANG, Chong-Keng CHANG a Wen-Chun HUNG, 
2007. Epigenetic inactivation of the metastasis suppressor RECK enhances invasion of human colon 
cancer cells. Journal of Cellular Physiology. 213(1), 65–69. ISSN 0021-9541. 
55. CHOONG, Meng Ling, Henry He YANG a Ian MCNIECE, 2007. MicroRNA expression profiling 
during human cord blood-derived CD34 cell erythropoiesis. Experimental Hematology. 35(4), 551–
564. ISSN 0301-472X. 
56. CHO, William C. S., 2007. OncomiRs: the discovery and progress of microRNAs in cancers. 
Molecular Cancer. 6, 60. ISSN 1476-4598. 
57. IORIO, Marilena V. a Carlo M. CROCE, 2009. MicroRNAs in cancer: small molecules with a huge 
impact. Journal of Clinical Oncology: Official Journal of the American Society of Clinical Oncology. 
27(34), 5848–5856. ISSN 1527-7755. 
58. JAVANMARDI, Sanaz, Mahmoud Reza AGHAMAALI, Samira Sadat ABOLMAALI, Samaneh 
MOHAMMADI a Ali Mohammad TAMADDON, 2017. miR-21, An Oncogenic Target miRNA for 
Cancer Therapy: Molecular Mechanisms and Recent Advancements in Chemo and Radio-resistance. 
Current Gene Therapy. 16(6), 375–389. ISSN 1875-5631. 
59. JINEK, Martin, Krzysztof CHYLINSKI, Ines FONFARA, Michael HAUER, Jennifer A. DOUDNA a 
Emmanuelle CHARPENTIER, 2012. A programmable dual-RNA-guided DNA endonuclease in 
adaptive bacterial immunity. Science (New York, N.Y.). 337(6096), 816–821. ISSN 1095-9203.  
60. JIN, Xiang, Yinghui GUAN, Hui SHENG a Yang LIU, 2017. Crosstalk in competing endogenous 
RNA network reveals the complex molecular mechanism underlying lung cancer. Oncotarget. 8(53), 
91270–91280. ISSN 1949-2553.  
61. JOHNSON, Steven M., Helge GROSSHANS, Jaclyn SHINGARA, Mike BYROM, Rich JARVIS, 
Angie CHENG, Emmanuel LABOURIER, Kristy L. REINERT, David BROWN a Frank J. SLACK, 
2005. RAS is regulated by the let-7 microRNA family. Cell. 120(5), 635–647. ISSN 0092-8674. 
62. JOU, Adriana a Jochen HESS, 2017. Epidemiology and Molecular Biology of Head and Neck Cancer. 
Oncology Research and Treatment. 40(6), 328–332. ISSN 2296-5262. 
63. KALFERT, David, Martin PESTA, Vlastimil KULDA, Ondrej TOPOLCAN, Ales RYSKA, Petr 
CELAKOVSKY, Jan LACO a Marie LUDVIKOVA, 2015. MicroRNA profile in site-specific head 
and neck squamous cell cancer. Anticancer Research. 35(4), 2455–2463. ISSN 1791-7530.  
64. KATADA, Takeyasu, Hideyuki ISHIGURO, Yoshiyuki KUWABARA, Masahiro KIMURA, Akira 
MITUI, Yoichiro MORI, Ryo OGAWA, Koshiro HARATA a Yoshitaka FUJII, 2009. microRNA 
expression profile in undifferentiated gastric cancer. International Journal of Oncology. 34(2), 537–
542. ISSN 1019-6439.  
65. KATO, Mayuko, Yusuke GOTO, Ryosuke MATSUSHITA, Akira KUROZUMI, Ichiro FUKUMOTO, 
Rika NISHIKAWA, Shinichi SAKAMOTO, Hideki ENOKIDA, Masayuki NAKAGAWA, Tomohiko 
ICHIKAWA a Naohiko SEKI, 2015. MicroRNA-26a/b directly regulate La-related protein 1 and 
inhibit cancer cell invasion in prostate cancer. International Journal of Oncology. 47(2), 710–718. 
ISSN 1791-2423. 
66. KIM, V. Narry, Jinju HAN a Mikiko C. SIOMI, 2009. Biogenesis of small RNAs in animals. Nature 
Reviews. Molecular Cell Biology. 10(2), 126–139. ISSN 1471-0080. 
67. KLECKA, J., L. HOLUBEC, M. PESTA, O. TOPOLCAN, M. HORA, V. ERET, J. FINEK, M. 
CHOTTOVA-DVORAKOVA, M. BABJUK, K. NOVAK a J. STOLZ, 2010. Differential display code 




68. KNEITZ, Burkhard, Markus KREBS, Charis KALOGIROU, Maria SCHUBERT, Steven JONIAU, 
Hein VAN POPPEL, Evelyne LERUT, Susanne KNEITZ, Claus Jürgen SCHOLZ, Philipp STRÖBEL, 
Manfred GESSLER, Hubertus RIEDMILLER a Martin SPAHN, 2014. Survival in patients with high-
risk prostate cancer is predicted by miR-221, which regulates proliferation, apoptosis, and invasion of 
prostate cancer cells by inhibiting IRF2 and SOCS3. Cancer Research. 74(9), 2591–2603. ISSN 1538-
7445. 
69. KOZERA, Bartłomiej a Marcin RAPACZ, 2013. Reference genes in real-time PCR. Journal of Applied 
Genetics. 54(4), 391–406. ISSN 2190-3883. 
70. KROL, Jacek, Inga LOEDIGE a Witold FILIPOWICZ, 2010. The widespread regulation of microRNA 
biogenesis, function and decay. Nature Reviews. Genetics. 11(9), 597–610. ISSN 1471-0064. 
71. KULDA, Vlastimil, Martin PESTA, Ondrej TOPOLCAN, Vaclav LISKA, Vladislav TRESKA, Alan 
SUTNAR, Karel RUPERT, Marie LUDVIKOVA, Vaclav BABUSKA, Lubos HOLUBEC a Radim 
CERNY, 2010. Relevance of miR-21 and miR-143 expression in tissue samples of colorectal 
carcinoma and its liver metastases. Cancer Genetics and Cytogenetics. 200(2), 154–160. ISSN 1873-
4456. 
72. KULDA, Vlastimil, Martin SVATON, Petr MUKENSNABL, Kristyna HRDA, Pavel DVORAK, 
Zbynek HOUDEK, Katerina HOUFKOVA, Radana VRZAKOVA, Vaclav BABUSKA, Milos PESEK 
a Martin PESTA, 2018. Predictive relevance of miR-34a, miR-224 and miR-342 in patients with 
advanced squamous cell carcinoma of the lung undergoing palliative chemotherapy. Oncology Letters. 
15(1), 592–599. ISSN 1792-1074. 
73. KULDA, Vlastimil, Ondrej TOPOLCAN, Radek KUCERA, Michaela KRIPNEROVA, Kristyna 
SRBECKA, Milan HORA, Ondrej HES, Jiri KLECKA, Vaclav BABUSKA, Milena ROUSAROVA, 
Veronika BENSON a Martin PESTA, 2016. Prognostic Significance of TMPRSS2-ERG Fusion Gene 
in Prostate Cancer. Anticancer Research. 36(9), 4787–4793. ISSN 1791-7530. 
74. KULIS, Marta a Manel ESTELLER, 2010. DNA methylation and cancer. Advances in Genetics. 70, 
27–56. ISSN 0065-2660. 
75. KURFÜRSTOVÁ, Daniela a KRÁL, 2013. Adenokarcinom prostaty a hodnocení stupně jeho 
diferenciace: změny v hodnocení Gleasonova skóre od jeho vzniku po současnost a jeho význam pro 
praxi patologa a urologa. Urologie pro praxi. 14(4), 157–159.  
76. LAFUENTE-SANCHIS, A., Á ZÚÑIGA, J. M. GALBIS, A. CREMADES, M. ESTORS, N. J. 
MARTÍNEZ-HERNÁNDEZ a J. CARRETERO, 2016. Prognostic value of ERCC1, RRM1, BRCA1 
and SETDB1 in early stage of non-small cell lung cancer. Clinical & Translational Oncology: Official 
Publication of the Federation of Spanish Oncology Societies and of the National Cancer Institute of 
Mexico. 18(8), 798–804. ISSN 1699-3055. 
77. LEE, R. C., R. L. FEINBAUM a V. AMBROS, 1993. The C. elegans heterochronic gene lin-4 encodes 
small RNAs with antisense complementarity to lin-14. Cell. 75(5), 843–854. ISSN 0092-8674.  
78. LEE, Tae Jin, Ji Young YOO, Dan SHU, Hui LI, Jianying ZHANG, Jun-Ge YU, Alena Cristina 
JAIME-RAMIREZ, Mario ACUNZO, Giulia ROMANO, Ri CUI, Hui-Lung SUN, Zhenghua LUO, 
Matthew OLD, Balveen KAUR, Peixuan GUO a Carlo M. CROCE, 2017. RNA Nanoparticle-Based 
Targeted Therapy for Glioblastoma through Inhibition of Oncogenic miR-21. Molecular Therapy: The 
Journal of the American Society of Gene Therapy. 25(7), 1544–1555. ISSN 1525-0024. 
79. LEMOS, Ana Emília Goulart, Luciana Bueno FERREIRA, Nadia Maria BATOREU, Paula Priscilla 
DE FREITAS, Martin Hernan BONAMINO a Etel Rodrigues Pereira GIMBA, 2016. PCA3 long 
noncoding RNA modulates the expression of key cancer-related genes in LNCaP prostate cancer cells. 
Tumour Biology: The Journal of the International Society for Oncodevelopmental Biology and 
Medicine. 37(8), 11339–11348. ISSN 1423-0380. 
53 
 
80. LI, Laisheng, Linjin YUAN, Jinmei LUO, Jie GAO, Jiaoli GUO a Xiaoming XIE, 2013. MiR-34a 
inhibits proliferation and migration of breast cancer through down-regulation of Bcl-2 and SIRT1. 
Clinical and Experimental Medicine. 13(2), 109–117. ISSN 1591-9528. 
81. LIU, Chia-Hsin, Yi-Jen PENG, Hong-Hau WANG, Ying-Chieh CHEN, Chen-Liang TSAI, Chih-Feng 
CHIAN a Tsai-Wang HUANG, 2015. Heterogeneous prognosis and adjuvant chemotherapy in 
pathological stage I non-small cell lung cancer patients. Thoracic Cancer. 6(5), 620–628. ISSN 1759-
7706. 
82. LIVAK, K. J. a T. D. SCHMITTGEN, 2001. Analysis of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods (San Diego, Calif.). 25(4), 402–408. 
ISSN 1046-2023. 
83. LOKESHWAR, Soum D., Asif TALUKDER, Travis J. YATES, Martin J. P. HENNIG, Michael 
GARCIA-ROIG, Sarrah S. LAHOREWALA, Naureen N. MULLANI, Zachary KLAASSEN, Bruce R. 
KAVA, Murugesan MANOHARAN, Mark S. SOLOWAY a Vinata B. LOKESHWAR, 2018. 
Molecular Characterization of Renal Cell Carcinoma: A Potential Three-MicroRNA Prognostic 
Signature. Cancer Epidemiology, Biomarkers & Prevention: A Publication of the American 
Association for Cancer Research, Cosponsored by the American Society of Preventive Oncology. 
27(4), 464–472. ISSN 1538-7755. 
84. MAJID, Shahana, Altaf A. DAR, Sharanjot SAINI, Sumit ARORA, Varahram SHAHRYARI, Mohd 
Saif ZAMAN, Inik CHANG, Soichiro YAMAMURA, Yuichiro TANAKA, Guoren DENG a Rajvir 
DAHIYA, 2012. miR-23b represses proto-oncogene Src kinase and functions as methylation-silenced 
tumor suppressor with diagnostic and prognostic significance in prostate cancer. Cancer Research. 
72(24), 6435–6446. ISSN 1538-7445. 
85. MATTICK, John S., 2003. Challenging the dogma: the hidden layer of non-protein-coding RNAs in 
complex organisms. BioEssays: News and Reviews in Molecular, Cellular and Developmental Biology. 
25(10), 930–939. ISSN 0265-9247. 
86. MCKENNEY, Jesse K., 2017. The present and future of prostate cancer histopathology. Current 
Opinion in Urology. 27(5), 464–468. ISSN 1473-6586. 
87. MEIJER, Hedda A., Ewan M. SMITH a Martin BUSHELL, 2014. Regulation of miRNA strand 
selection: follow the leader? Biochemical Society Transactions. 42(4), 1135–1140. ISSN 1470-8752. 
88. MITELMAN, Felix, Bertil JOHANSSON a Fredrik MERTENS, 2007. The impact of translocations 
and gene fusions on cancer causation. Nature Reviews. Cancer. 7(4), 233–245. ISSN 1474-175X. 
89. MITTEMPERGHER, Lorenza, Jorma J. DE RONDE, Marja NIEUWLAND, Ron M. KERKHOVEN, 
Iris SIMON, Emiel J. Th RUTGERS, Lodewyk F. A. WESSELS a Laura J. VAN’T VEER, 2011. Gene 
expression profiles from formalin fixed paraffin embedded breast cancer tissue are largely comparable 
to fresh frozen matched tissue. PloS One. 6(2), e17163. ISSN 1932-6203. 
90. MOHAMED, Ahmed A., Charles P. XAVIER, Gauthaman SUKUMAR, Shyh-Han TAN, Lakshmi 
RAVINDRANATH, Nishat SERAJ, Vineet KUMAR, Taduru SREENATH, David G. MCLEOD, 
Gyorgy PETROVICS, Inger L. ROSNER, Meera SRIVASTAVA, Jeffrey STROVEL, Sanjay V. 
MALHOTRA, Nicole A. LARONDE, Albert DOBI, Clifton L. DALGARD a Shiv SRIVASTAVA, 
2018. Identification of a Small Molecule That Selectively Inhibits ERG-Positive Cancer Cell Growth. 
Cancer Research. 78(13), 3659–3671. ISSN 1538-7445. 
91. MORRISON, T. B., J. J. WEIS a C. T. WITTWER, 1998. Quantification of low-copy transcripts by 
continuous SYBR Green I monitoring during amplification. BioTechniques. 24(6), 954–958, 960, 962. 
ISSN 0736-6205.  
92. MOSES, Colette, Benjamin GARCIA-BLOJ, Alan R. HARVEY a Pilar BLANCAFORT, 2018. 




93. NAVARRO, E., G. SERRANO-HERAS, M. J. CASTAÑO a J. SOLERA, 2015. Real-time PCR 
detection chemistry. Clinica Chimica Acta; International Journal of Clinical Chemistry. 439, 231–250. 
ISSN 1873-3492. 
94. NEDAEINIA, R., M. SHARIFI, A. AVAN, M. KAZEMI, L. RAFIEE, M. GHAYOUR-MOBARHAN 
a R. SALEHI, 2016. Locked nucleic acid anti-miR-21 inhibits cell growth and invasive behaviors of a 
colorectal adenocarcinoma cell line: LNA-anti-miR as a novel approach. Cancer Gene Therapy. 23(8), 
246–253. ISSN 1476-5500. 
95. NG, E. K. O., W. W. S. CHONG, H. JIN, E. K. Y. LAM, V. Y. SHIN, J. YU, T. C. W. POON, S. S. M. 
NG a J. J. Y. SUNG, 2009. Differential expression of microRNAs in plasma of patients with colorectal 
cancer: a potential marker for colorectal cancer screening. Gut. 58(10), 1375–1381. ISSN 1468-3288. 
96. NISHISHO, I., Y. NAKAMURA, Y. MIYOSHI, Y. MIKI, H. ANDO, A. HORII, K. KOYAMA, J. 
UTSUNOMIYA, S. BABA a P. HEDGE, 1991. Mutations of chromosome 5q21 genes in FAP and 
colorectal cancer patients. Science (New York, N.Y.). 253(5020), 665–669. ISSN 0036-8075.  
97. NODA, Makoto, Junseo OH, Rei TAKAHASHI, Shunya KONDO, Hitoshi KITAYAMA a Chiaki 
TAKAHASHI, 2003. RECK: a novel suppressor of malignancy linking oncogenic signaling to 
extracellular matrix remodeling. Cancer Metastasis Reviews. 22(2-3), 167–175. ISSN 0167-7659.  
98. OLENA, Abigail F. a James G. PATTON, 2010. Genomic organization of microRNAs. Journal of 
Cellular Physiology. 222(3), 540–545. ISSN 1097-4652. 
99. PARDINI, Barbara, Daniela DE MARIA, Antonio FRANCAVILLA, Cornelia DI GAETANO, 
Guglielmo RONCO a Alessio NACCARATI, 2018. MicroRNAs as markers of progression in cervical 
cancer: a systematic review. BMC cancer. 18(1), 696. ISSN 1471-2407. 
100. PARKER, Brittany C. a Wei ZHANG, 2013. Fusion genes in solid tumors: an emerging target for 
cancer diagnosis and treatment. Chinese Journal of Cancer. 32(11), 594–603. ISSN 1000-467X. 
101. PASQUINELLI, Amy E. a Gary RUVKUN, 2002. Control of developmental timing by micrornas and 
their targets. Annual Review of Cell and Developmental Biology. 18, 495–513. ISSN 1081-0706. 
102. PÉCHOUX, Cecile Le, Olaf MERCIER, Deborah BELEMSAGHA, Ryan BOUAITA, Benjamin 
BESSE a Elie FADEL, 2013. Role of adjuvant radiotherapy in completely resected non-small-cell lung 
cancer. EJC supplements: EJC: official journal of EORTC, European Organization for Research and 
Treatment of Cancer. 11(2), 123–130. ISSN 1359-6349. 
103. PELTIER, Heidi J. a Gary J. LATHAM, 2008. Normalization of microRNA expression levels in 
quantitative RT-PCR assays: identification of suitable reference RNA targets in normal and cancerous 
human solid tissues. RNA (New York, N.Y.). 14(5), 844–852. ISSN 1469-9001. 
104. PESTA, Martin, Vlastimil KULDA, Radek KUCERA, Milos PESEK, Jindra VRZALOVA, Vaclav 
LISKA, Ladislav PECEN, Vladislav TRESKA, Jarmil SAFRANEK, Marketa PRAZAKOVA, Ondrej 
VYCITAL, Jan BRUHA, Lubos HOLUBEC a Ondrej TOPOLCAN, 2011. Prognostic significance of 
TIMP-1 in non-small cell lung cancer. Anticancer Research. 31(11), 4031–4038. ISSN 1791-7530.  
105. PESTA, M., L. HOLUBEC, O. TOPOLCAN, M. CERNA, K. RUPERT, L. Sen HOLUBEC, V. 
TRESKA, S. KORMUNDA, L. ELGROVA, J. FINEK a R. CERNY, 2005. Quantitative estimation of 
matrix metalloproteinases 2 and 7 (MMP-2, MMP-7) and tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 
1 and 2 (TIMP-1, TIMP-2) in colorectal carcinoma tissue samples. Anticancer Research. 25(5), 3387–
3391. ISSN 0250-7005.  
106. PESTA, M., J. KLECKA, V. KULDA, O. TOPOLCAN, M. HORA, V. ERET, M. LUDVIKOVA, M. 
BABJUK, K. NOVAK, J. STOLZ a L. HOLUBEC, 2010. Importance of miR-20a expression in 
prostate cancer tissue. Anticancer Research. 30(9), 3579–3583. ISSN 1791-7530.  
55 
 
107. PESTA, M., V. KULDA, O. TOPOLCAN, J. SAFRANEK, J. VRZALOVA, R. CERNY a L. 
HOLUBEC, 2009. Significance of methylation status and the expression of RECK mRNA in lung 
tissue of patients with NSCLC. Anticancer Research. 29(11), 4535–4539. ISSN 1791-7530.  
108. POLISENO, Laura, Leonardo SALMENA, Jiangwen ZHANG, Brett CARVER, William J. 
HAVEMAN a Pier Paolo PANDOLFI, 2010. A coding-independent function of gene and pseudogene 
mRNAs regulates tumour biology. Nature. 465(7301), 1033–1038. ISSN 1476-4687. 
109. PORKKA, Kati P., Minja J. PFEIFFER, Kati K. WALTERING, Robert L. VESSELLA, Teuvo L. J. 
TAMMELA a Tapio VISAKORPI, 2007. MicroRNA expression profiling in prostate cancer. Cancer 
Research. 67(13), 6130–6135. ISSN 0008-5472. 
110. PRAKASH, Rohit, Yu ZHANG, Weiran FENG a Maria JASIN, 2015. Homologous recombination and 
human health: the roles of BRCA1, BRCA2, and associated proteins. Cold Spring Harbor Perspectives 
in Biology. 7(4), a016600. ISSN 1943-0264. 
111. PUZONE, Roberto, Graziana SAVARINO, Sandra SALVI, Maria Giovanna DAL BELLO, Giulia 
BARLETTA, Carlo GENOVA, Erika RIJAVEC, Claudio SINI, Alessia Isabella ESPOSITO, Giovanni 
Battista RATTO, Mauro TRUINI, Francesco GROSSI a Ulrich PFEFFER, 2013. Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase gene over expression correlates with poor prognosis in non small cell lung 
cancer patients. Molecular Cancer. 12(1), 97. ISSN 1476-4598. 
112. QIANG, Xiao-Fei, Zheng-Wei ZHANG, Qian LIU, Nan SUN, Liang-Liang PAN, Jing SHEN, Tong 
LI, Chen YUN, Hui LI a Li-Hua SHI, 2014. miR-20a promotes prostate cancer invasion and migration 
through targeting ABL2. Journal of Cellular Biochemistry. 115(7), 1269–1276. ISSN 1097-4644. 
113. QU, Kai, Ting LIN, Qing PANG, Tian LIU, Zhixin WANG, Minghui TAI, Fandi MENG, Jingyao 
ZHANG, Yong WAN, Ping MAO, Xiaoqun DONG, Chang LIU, Wenquan NIU a Shunbin DONG, 
2016. Extracellular miRNA-21 as a novel biomarker in glioma: Evidence from meta-analysis, clinical 
validation and experimental investigations. Oncotarget. 7(23), 33994–34010. ISSN 1949-2553. 
114. RAMCHANDRAN, Ramani a Pradeep CHALUVALLY-RAGHAVAN, 2017. miRNA-Mediated RNA 
Activation in Mammalian Cells. Advances in Experimental Medicine and Biology. 983, 81–89. 
ISSN 0065-2598. 
115. RAMQVIST, Torbjörn a Tina DALIANIS, 2011. An epidemic of oropharyngeal squamous cell 
carcinoma (OSCC) due to human papillomavirus (HPV) infection and aspects of treatment and 
prevention. Anticancer Research. 31(5), 1515–1519. ISSN 1791-7530.  
116. REINHART, B. J., F. J. SLACK, M. BASSON, A. E. PASQUINELLI, J. C. BETTINGER, A. E. 
ROUGVIE, H. R. HORVITZ a G. RUVKUN, 2000. The 21-nucleotide let-7 RNA regulates 
developmental timing in Caenorhabditis elegans. Nature. 403(6772), 901–906. ISSN 0028-0836. 
117. RIBEIRO, Joana, Joana MARINHO-DIAS, Paula MONTEIRO, Joana LOUREIRO, Inês 
BALDAQUE, Rui MEDEIROS a Hugo SOUSA, 2015. miR-34a and miR-125b Expression in HPV 
Infection and Cervical Cancer Development. BioMed Research International. 2015, 304584. 
ISSN 2314-6141. 
118. ROBERTS, Lisa, Jessica BOWERS, Kelly SENSINGER, Andrew LISOWSKI, Robert GETTS a Mark 
G. ANDERSON, 2009. Identification of methods for use of formalin-fixed, paraffin-embedded tissue 
samples in RNA expression profiling. Genomics. 94(5), 341–348. ISSN 1089-8646. 
119. ROSELL, Rafael, Marcin SKRZYPSKI, Ewa JASSEM, Miquel TARON, Roberta BARTOLUCCI, 
Jose Javier SANCHEZ, Pedro MENDEZ, Imane CHAIB, Laia PEREZ-ROCA, Amelia 
SZYMANOWSKA, Witold RZYMAN, Francesco PUMA, Grazyna KOBIERSKA-GULIDA, Raffaele 
FARABI a Jacek JASSEM, 2007. BRCA1: a novel prognostic factor in resected non-small-cell lung 
cancer. PloS One. 2(11), e1129. ISSN 1932-6203. 
56 
 
120. ROUSH, Sarah a Frank J. SLACK, 2008. The let-7 family of microRNAs. Trends in Cell Biology. 
18(10), 505–516. ISSN 1879-3088. 
121. ROY, Rohini, Jarin CHUN a Simon N. POWELL, 2011. BRCA1 and BRCA2: different roles in a 
common pathway of genome protection. Nature Reviews. Cancer. 12(1), 68–78. 
122. SAFRANEK, J., L. HOLUBEC, O. TOPOLCAN, M. PESTA, J. KLECKA, J. VODICKA, J. FINEK, 
S. KORMUNDA a M. PESEK, 2007. Expression of mRNA MMP-7 and mRNA TIMP-1 in non-small 
cell lung cancer. Anticancer Research. 27(4C), 2953–2956. ISSN 0250-7005.  
123. SAFRANEK, J., M. PESTA, L. HOLUBEC, V. KULDA, J. DRESLEROVA, J. VRZALOVA, O. 
TOPOLCAN, M. PESEK, J. FINEK a V. TRESKA, 2009. Expression of MMP-7, MMP-9, TIMP-1 
and TIMP-2 mRNA in lung tissue of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) and benign 
pulmonary disease. Anticancer Research. 29(7), 2513–2517. ISSN 1791-7530.  
124. SALMENA, Leonardo, Laura POLISENO, Yvonne TAY, Lev KATS a Pier Paolo PANDOLFI, 2011. 
A ceRNA hypothesis: the Rosetta Stone of a hidden RNA language? Cell. 146(3), 353–358. 
ISSN 1097-4172. 
125. SANTOS, E., D. MARTIN-ZANCA, E. P. REDDY, M. A. PIEROTTI, G. DELLA PORTA a M. 
BARBACID, 1984. Malignant activation of a K-ras oncogene in lung carcinoma but not in normal 
tissue of the same patient. Science (New York, N.Y.). 223(4637), 661–664. ISSN 0036-8075.  
126. SHAMES, David S., John D. MINNA a Adi F. GAZDAR, 2007. Methods for detecting DNA 
methylation in tumors: from bench to bedside. Cancer Letters. 251(2), 187–198. ISSN 0304-3835. 
127. SHAO, Ning, Gui MA, Jinying ZHANG a Wei ZHU, 2018. miR-221-5p enhances cell proliferation 
and metastasis through post-transcriptional regulation of SOCS1 in human prostate cancer. BMC 
urology. 18(1), 14. ISSN 1471-2490. 
128. SHI, Jian, 2016. Considering Exosomal miR-21 as a Biomarker for Cancer. Journal of Clinical 
Medicine. 5(4). ISSN 2077-0383. 
129. SCHLAGE, Pascal a Ulrich AUF DEM KELLER, 2015. Proteomic approaches to uncover MMP 
function. Matrix Biology: Journal of the International Society for Matrix Biology. 44-46, 232–238. 
ISSN 1569-1802. 
130. SCHMITTGEN, Thomas D. a Kenneth J. LIVAK, 2008. Analyzing real-time PCR data by the 
comparative C(T) method. Nature Protocols. 3(6), 1101–1108. ISSN 1750-2799.  
131. SCHWARZENBACH, Heidi, Andreia Machado DA SILVA, George CALIN a Klaus PANTEL, 2015. 
Data Normalization Strategies for MicroRNA Quantification. Clinical Chemistry. 61(11), 1333–1342. 
ISSN 1530-8561. 
132. SIEGEL, Rebecca L., Kimberly D. MILLER a Ahmedin JEMAL, 2018. Cancer statistics, 2018. CA: 
a cancer journal for clinicians. 68(1), 7–30. ISSN 1542-4863. 
133. SI, M.-L., S. ZHU, H. WU, Z. LU, F. WU a Y.-Y. MO, 2007. miR-21-mediated tumor growth. 
Oncogene. 26(19), 2799–2803. ISSN 0950-9232. 
134. SIMONIAN, Miganoosh, Meysam MOSALLAYI a Hamed MIRZAEI, 2018. Circulating miR-21 as 
novel biomarker in gastric cancer: Diagnostic and prognostic biomarker. Journal of Cancer Research 
and Therapeutics. 14(2), 475. ISSN 1998-4138. 
135. SINGH, Sunit K., Manika PAL BHADRA, Hermann J. GIRSCHICK a Utpal BHADRA, 2008. 




136. SKRZYPSKI, Marcin, Rafał DZIADZIUSZKO, Ewa JASSEM, Amelia SZYMANOWSKA-
NARLOCH, Grażyna GULIDA, Robert RZEPKO, Wojciech BIERNAT, Miquel TARON, Małgorzata 
JELITTO-GÓRSKA, Tomasz MARJAŃSKI, Witold RZYMAN, Rafael ROSELL a Jacek JASSEM, 
2013. Main histologic types of non-small-cell lung cancer differ in expression of prognosis-related 
genes. Clinical Lung Cancer. 14(6), 666–673.e2. ISSN 1938-0690. 
137. SLABÝ, Ondřej a Marek SVOBODA, 2012. MikroRNA v onkologii. Praha: Galén. ISBN 978-80-7262-
587-1.  
138. SLABY, O., M. SVOBODA, P. FABIAN, T. SMERDOVA, D. KNOFLICKOVA, M. 
BEDNARIKOVA, R. NENUTIL a R. VYZULA, 2007. Altered expression of miR-21, miR-31, miR-
143 and miR-145 is related to clinicopathologic features of colorectal cancer. Oncology. 72(5-6), 397–
402. ISSN 1423-0232. 
139. SMID, David, Vlastimil KULDA, Kristyna SRBECKA, Dasa KUBACKOVA, Jan DOLEZAL, Ondrej 
DAUM, Radek KUCERA, Ondrej TOPOLCAN, Vladislav TRESKA, Tomas SKALICKY a Martin 
PESTA, 2016. Tissue microRNAs as predictive markers for gastric cancer patients undergoing 
palliative chemotherapy. International Journal of Oncology. 48(6), 2693–2703. ISSN 1791-2423. 
140. SONG, Chunjiao, Huan CHEN, Tingzhang WANG, Weiguang ZHANG, Guomei RU a Juan LANG, 
2015. Expression profile analysis of microRNAs in prostate cancer by next-generation sequencing. The 
Prostate. 75(5), 500–516. ISSN 1097-0045. 
141. SPAHN, Martin, Susanne KNEITZ, Claus-Jürgen SCHOLZ, Nico STENGER, Thomas RÜDIGER, 
Philipp STRÖBEL, Hubertus RIEDMILLER a Burkhard KNEITZ, 2010. Expression of microRNA-
221 is progressively reduced in aggressive prostate cancer and metastasis and predicts clinical 
recurrence. International Journal of Cancer. 127(2), 394–403. ISSN 1097-0215. 
142. STANGELBERGER, Anton, Matthias WALDERT a Bob DJAVAN, 2008. Prostate cancer in elderly 
men. Reviews in Urology. 10(2), 111–119. ISSN 1523-6161.  
143. STORÅS, Anne Holck, Martin G. SANDA, Olatz Garin BORONAT, Peter CHANG, Dattatraya 
PATIL, Catrina CROCIANI, Jose Francisco SUAREZ, Milada CVANCAROVA, Jon Håvard LOGE a 
Sophie D. FOSSÅ, 2015. Erectile Dysfunction and Sexual Problems Two to Three Years After 
Prostatectomy Among American, Norwegian, and Spanish Patients. Clinical Genitourinary Cancer. 
ISSN 1938-0682. 
144. SUN, Fang, Hanjiang FU, Qin LIU, Yi TIE, Jie ZHU, Ruiyun XING, Zhixian SUN a Xiaofei ZHENG, 
2008. Downregulation of CCND1 and CDK6 by miR-34a induces cell cycle arrest. FEBS letters. 
582(10), 1564–1568. ISSN 0014-5793. 
145. SUN, T., X. WANG, H. H. HE, C. J. SWEENEY, S. X. LIU, M. BROWN, S. BALK, G.-Sm LEE a P. 
W. KANTOFF, 2014. MiR-221 promotes the development of androgen independence in prostate 
cancer cells via downregulation of HECTD2 and RAB1A. Oncogene. 33(21), 2790–2800. ISSN 1476-
5594. 
146. SUTNAR, A., M. PESTA, V. LISKA, V. TRESKA, T. SKALICKY, S. KORMUNDA, O. 
TOPOLCAN, R. CERNY a L. HOLUBEC, 2007. Clinical relevance of the expression of mRNA of 
MMP-7, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 and CEA tissue samples from colorectal liver metastases. Tumour 
Biology: The Journal of the International Society for Oncodevelopmental Biology and Medicine. 28(5), 
247–252. ISSN 1423-0380. 
147. SVATON, Martin, Vlastimil KULDA, Petr MUKENSNABL, Ondrej TOPOLCAN, Milos PESEK, 
Pavel DVORAK, Ondrej FIALA, Milena ROUSAROVA, Kristyna HRDA a Martin PESTA, 2017. 
Vliv exprese vybraných protein kódujících genů a mikroRNA na riziko relapsu plicních 




148. SYLVESTRE, Yannick, Vincent DE GUIRE, Emmanuelle QUERIDO, Utpal K. 
MUKHOPADHYAY, Véronique BOURDEAU, François MAJOR, Gerardo FERBEYRE a Pascal 
CHARTRAND, 2007. An E2F/miR-20a autoregulatory feedback loop. The Journal of Biological 
Chemistry. 282(4), 2135–2143. ISSN 0021-9258. 
149. TIAN, Lu, Yangyan HE, Hongkun ZHANG, Ziheng WU, Donglin LI a Chengfei ZHENG, 2018. 
Comprehensive analysis of differentially expressed profiles of lncRNAs and mRNAs reveals ceRNA 
networks in the transformation of diffuse large B-cell lymphoma. Oncology Letters. 16(1), 882–890. 
ISSN 1792-1074. 
150. TIAN, Suyan, 2017. Classification and survival prediction for early-stage lung adenocarcinoma and 
squamous cell carcinoma patients. Oncology Letters. 14(5), 5464–5470. ISSN 1792-1074. 
151. TOMLINS, Scott A., Daniel R. RHODES, Sven PERNER, Saravana M. DHANASEKARAN, Rohit 
MEHRA, Xiao-Wei SUN, Sooryanarayana VARAMBALLY, Xuhong CAO, Joelle TCHINDA, Rainer 
KUEFER, Charles LEE, James E. MONTIE, Rajal B. SHAH, Kenneth J. PIENTA, Mark A. RUBIN a 
Arul M. CHINNAIYAN, 2005. Recurrent fusion of TMPRSS2 and ETS transcription factor genes in 
prostate cancer. Science (New York, N.Y.). 310(5748), 644–648. ISSN 1095-9203. 
152. TORRE, Lindsey A., Freddie BRAY, Rebecca L. SIEGEL, Jacques FERLAY, Joannie LORTET-
TIEULENT a Ahmedin JEMAL, 2015. Global cancer statistics, 2012. CA: a cancer journal for 
clinicians. 65(2), 87–108. ISSN 1542-4863. 
153. TRAVIS, William D., 2011. Pathology of lung cancer. Clinics in Chest Medicine. 32(4), 669–692. 
ISSN 1557-8216. 
154. VAN LINT, Philippe a Claude LIBERT, 2007. Chemokine and cytokine processing by matrix 
metalloproteinases and its effect on leukocyte migration and inflammation. Journal of Leukocyte 
Biology. 82(6), 1375–1381. ISSN 0741-5400. 
155. VOGELSTEIN, B., E. R. FEARON, S. R. HAMILTON, S. E. KERN, A. C. PREISINGER, M. 
LEPPERT, Y. NAKAMURA, R. WHITE, A. M. SMITS a J. L. BOS, 1988. Genetic alterations during 
colorectal-tumor development. The New England Journal of Medicine. 319(9), 525–532. ISSN 0028-
4793. 
156. VOGELSTEIN, B., N. PAPADOPOULOS, V. E. VELCULESCU, S. ZHOU, L. A. DIAZ a K. W. 
KINZLER, 2013. Cancer Genome Landscapes. Science. 339(6127), 1546–1558. ISSN 0036-8075, 
1095-9203. 
157. VOLINIA, Stefano, George A. CALIN, Chang-Gong LIU, Stefan AMBS, Amelia CIMMINO, Fabio 
PETROCCA, Rosa VISONE, Marilena IORIO, Claudia ROLDO, Manuela FERRACIN, Robyn L. 
PRUEITT, Nozumu YANAIHARA, Giovanni LANZA, Aldo SCARPA, Andrea VECCHIONE, 
Massimo NEGRINI, Curtis C. HARRIS a Carlo M. CROCE, 2006. A microRNA expression signature 
of human solid tumors defines cancer gene targets. Proceedings of the National Academy of Sciences of 
the United States of America. 103(7), 2257–2261. ISSN 0027-8424. 
158. WADDELL, T., M. VERHEIJ, W. ALLUM, D. CUNNINGHAM, A. CERVANTES a D. ARNOLD, 
2014. Gastric cancer: ESMO-ESSO-ESTRO clinical practice guidelines for diagnosis, treatment and 
follow-up. European Journal of Surgical Oncology: The Journal of the European Society of Surgical 
Oncology and the British Association of Surgical Oncology. 40(5), 584–591. ISSN 1532-2157. 
159. WAGENAAR, Timothy R., Sonya ZABLUDOFF, Sung-Min AHN, Charles ALLERSON, Heike 
ARLT, Raffaele BAFFA, Hui CAO, Scott DAVIS, Carlos GARCIA-ECHEVERRIA, Rajula GAUR, 
Shih-Min A. HUANG, Lan JIANG, Deokhoon KIM, Christiane METZ-WEIDMANN, Adam 
PAVLICEK, Jack POLLARD, Jason REEVES, Jennifer L. ROCNIK, Sabine SCHEIDLER, Chaomei 
SHI, Fangxian SUN, Tatiana TOLSTYKH, William WEBER, Christopher WINTER, Eunsil YU, 
Qunyan YU, Gang ZHENG a Dmitri WIEDERSCHAIN, 2015. Anti-miR-21 Suppresses 
Hepatocellular Carcinoma Growth via Broad Transcriptional Network Deregulation. Molecular cancer 
research: MCR. 13(6), 1009–1021. ISSN 1557-3125. 
59 
 
160. WAGNER, Mathias, Benjamin VICINUS, Vilma Oliveira FRICK, Michael AUCHTOR, Claudia 
RUBIE, Pascal JEANMONOD, Tereza A. RICHARDS, Roland LINDER a Frank WEICHERT, 2014. 
MicroRNA target prediction: theory and practice. Molecular genetics and genomics: MGG. 289(6), 
1085–1101. ISSN 1617-4623. 
161. WALD, Patrick, X. Shawn LIU, Cory PETTIT, Mary DILLHOFF, Andrei MANILCHUK, Carl 
SCHMIDT, Evan WUTHRICK, Wei CHEN a Terence M. WILLIAMS, 2017. Prognostic value of 
microRNA expression levels in pancreatic adenocarcinoma: a review of the literature. Oncotarget. 
8(42), 73345–73361. ISSN 1949-2553. 
162. WANG, Ji-Lin, Ye HU, Xuan KONG, Zhen-Hua WANG, Hao-Yan CHEN, Jie XU a Jing-Yuan 
FANG, 2013. Candidate microRNA biomarkers in human gastric cancer: a systematic review and 
validation study. PloS One. 8(9), e73683. ISSN 1932-6203. 
163. WESTBROOK, C. A., 1988. The ABL oncogene in human leukemias. Blood Reviews. 2(1), 1–8. 
ISSN 0268-960X.  
164. WESTHOLM, Jakub O. a Eric C. LAI, 2011. Mirtrons: microRNA biogenesis via splicing. Biochimie. 
93(11), 1897–1904. ISSN 1638-6183. 
165. WIGHTMAN, B., I. HA a G. RUVKUN, 1993. Posttranscriptional regulation of the heterochronic 
gene lin-14 by lin-4 mediates temporal pattern formation in C. elegans. Cell. 75(5), 855–862. 
ISSN 0092-8674.  
166. WINCHESTER, G., 1983. p53 protein and control of growth. Nature. 303(5919), 660–661. 
ISSN 0028-0836.  
167. WU, Qihui, Xiaolei REN, Yimin ZHANG, Xiaodan FU, Yimin LI, Yulong PENG, Qing XIAO, Tong 
LI, Chunli OUYANG, Yixi HU, Yu ZHANG, Wenjuan ZHOU, Wenguang YAN, Ke GUO, Wei LI, 
Yongbin HU, Xiaojing YANG, Guang SHU, Haofan XUE, Zhangming WEI, Yonghong LUO a Gang 
YIN, 2018. MiR-221-3p targets ARF4 and inhibits the proliferation and migration of epithelial ovarian 
cancer cells. Biochemical and Biophysical Research Communications. 497(4), 1162–1170. ISSN 1090-
2104. 
168. XUAN, Hanqing, Wei XUE, Jiahua PAN, Jianjun SHA, Baijun DONG a Yiran HUANG, 2015. 
Downregulation of miR-221, -30d, and -15a contributes to pathogenesis of prostate cancer by targeting 
Bmi-1. Biochemistry. 80(3), 276–283. ISSN 1608-3040.  
169. YANG, Bin, Xiaodi TANG, Zhixin WANG, Daju SUN, Xin WEI a Youpeng DING, 2018. TUG1 
promotes prostate cancer progression by acting as a ceRNA of miR-26a. Bioscience Reports. 
ISSN 1573-4935.  
170. YANG, Chao, Di WU, Lin GAO, Xi LIU, Yinji JIN, Dong WANG, Tianzhen WANG a Xiaobo LI, 
2016. Competing endogenous RNA networks in human cancer: hypothesis, validation, and 
perspectives. Oncotarget. 7(12), 13479–13490. ISSN 1949-2553. 
171. YAN, Wenying, Shouli WANG, Zhandong SUN, Yuxin LIN, Shengwei SUN, Jiajia CHEN a 
Weichang CHEN, 2014. Identification of microRNAs as potential biomarker for gastric cancer by 
system biological analysis. BioMed Research International. 2014, 901428. ISSN 2314-6141. 
172. YAO, Yu, Ai-Li SUO, Zong-Fang LI, Li-Ying LIU, Tao TIAN, Lei NI, Wang-Gang ZHANG, Ke-Jun 
NAN, Tu-Sheng SONG a Chen HUANG, 2009. MicroRNA profiling of human gastric cancer. 
Molecular Medicine Reports. 2(6), 963–970. ISSN 1791-3004. 
173. ZHANG, Baohong, Qinglian WANG a Xiaoping PAN, 2007. MicroRNAs and their regulatory roles in 




174. ZHANG, Honghe, Peiwei LI, Haixing JU, Martin PESTA, Vlastimil KULDA, Wenjun JIN, Mao CAI, 
Changbao LIU, Han WU, Jinming XU, Yao YE, Guanglin ZHANG, Enping XU, Jianting CAI, Maode 
LAI, Dajing XIA, Jun YANG a Yihua WU, 2014. Diagnostic and prognostic value of microRNA-21 in 
colorectal cancer: an original study and individual participant data meta-analysis. Cancer 
Epidemiology, Biomarkers & Prevention. 23(12), 2783–2792. ISSN 1538-7755. 
175. ZHANG, Kai, Chris H. BANGMA a Monique J. ROOBOL, 2017. Prostate cancer screening in Europe 
and Asia. Asian Journal of Urology. 4(2), 86–95. ISSN 2214-3882. 
176. ZHANG, Zhiyu, Zejuan LI, Caiping GAO, Ping CHEN, Jianjun CHEN, Wenzhong LIU, Shudong 
XIAO a Hong LU, 2008. miR-21 plays a pivotal role in gastric cancer pathogenesis and progression. 
Laboratory Investigation; a Journal of Technical Methods and Pathology. 88(12), 1358–1366. 
ISSN 1530-0307. 
177. ZHU, Shuomin, Min-Liang SI, Hailong WU a Yin-Yuan MO, 2007. MicroRNA-21 targets the tumor 
suppressor gene tropomyosin 1 (TPM1). The Journal of Biological Chemistry. 282(19), 14328–14336. 
ISSN 0021-9258. 
178. ZHU, Shuomin, Hailong WU, Fangting WU, Daotai NIE, Shijie SHENG a Yin-Yuan MO, 2008. 
MicroRNA-21 targets tumor suppressor genes in invasion and metastasis. Cell Research. 18(3), 350–
359. ISSN 1748-7838. 
179. ZHU, Yue, Ying HAN, Tian TIAN, Peihong SU, Guan JIN, Juan CHEN a Yungui CAO, 2018. MiR-
21-5p, miR-34a, and human telomerase RNA component as surrogate markers for cervical cancer 












Kulda V, Pesta M, Topolcan O, Liska V, Treska V, Sutnar A, Rupert K, Ludvikova M, 
Babuska V, Holubec L, Cerny R: Relevance of miR-21 and miR-143 expression in 
tissue samples of colorectal carcinoma and its liver metastases. Cancer Genet 
Cytogenet 2010, 200(2): 154–160. 
 




Pesta M, Klecka J, Kulda V, Topolcan O, Hora M, Eret V, Ludvikova M, Babjuk M, 
Novak K, Stolz J, Holubec L: Importance of miR-20a expression in prostate cancer 
tissue. Anticancer Res 2010, 30(9): 3579–3583. 
 




Zhang H, Li P, Ju H, Pesta M, Kulda V, Jin W, Cai M, Liu C, Wu H, Xu J, Ye Y, Zhang 
G, Xu E, Cai J, Lai M, Xia D, Yang J, Wu Y: Diagnostic and prognostic value of 
microRNA-21 in colorectal cancer: an original study and individual participant data 
meta-analysis. Cancer Epidemiol Biomark Prev 2014, 23(12): 2783–2792. 
 




Kalfert D, Pesta M, Kulda V, Topolcan O, Ryska A, Celakovsky P, Laco J, Ludvikova M: 
MicroRNA profile in site-specific head and neck squamous cell cancer. Anticancer 
Res 2015, 35(4): 2455–2463. 
 




Smid D, Kulda V, Srbecka K, Kubackova D, Dolezal J, Daum O, Kucera R, Topolcan O, 
Treska V, Skalicky T, Pesta M: Tissue microRNAs as predictive markers for gastric 
cancer patients undergoing palliative chemotherapy. Int J Oncol 2016, 48(6): 2693–
2703. 
 





Kulda V, Svaton M, Mukensnabl P, Hrda K, Dvorak P, Houdek Z, Houfkova K, 
Vrzakova R, Babuska V, Pesek M, Pesta M: Predictive relevance of miR-34a, miR-224 
and miR-342 in patients with advanced squamous cell carcinoma of the lung 
undergoing palliative chemotherapy. Oncol Lett 2018, 15(1): 592–599. 
 




Svaton M, Kulda V, Mukensnabl P, Topolcan O, Pesek M, Dvorak P, Fiala O, Rousarova 
M, Hrda K, Pesta M: Vliv exprese vybraných protein kódujících genů a  mikroRNA 
na riziko relapsu plicních adenokarcinomů stadia 1. Studia pneumologica et 






Pesta M, Kulda V: MikroRNA u karcinomu prostaty. In: Slabý O, Svoboda M: 
MikroRNA v onkologii. Galén, Praha, 2012, ISBN 978-80-7262-587-1, str. 169–182. 
 




Pesta M, Kulda V, Topolcan O, Safranek J, Vrzalova J, Cerny R, Holubec L: 
Significance of methylation status and the expression of RECK mRNA in lung tissue 
of patients with NSCLC. Anticancer Res 2009, 29(11): 4535–4539. 
 




Kulda V, Topolcan O, Kucera R, Kripnerova M, Srbecka K, Hora M, Hes O, Klecka J, 
Babuska V, Rousarova M, Benson V, Pesta M: Prognostic Significance of TMPRSS2-
ERG Fusion Gene in Prostate Cancer. Anticancer Res 2016, 36(9): 4787–4793. 
 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Příloha 11 - 1 
 
Abstrakt přednášky prezentované na Stud. věd. konferenci LF UK Plzeň, 30.5.2018 
 
CIRKULUJÍCÍ MIKRORNA U PACIENTŮ S KOLOREKTÁLNÍM 
KARCINOMEM 
 
Z. Kadlečíková (1), K. Houfková (2), I. Machová (3) 
Školitelé: MUDr. V. Kulda (1), doc. RNDr. M. Pešta, Ph.D. (2), doc. PharmDr. R. Kučera, 
Ph.D. (1,3), RNDr. M. Karlíková, Ph.D. (3) 
(1) Ústav lékařské chemie a biochemie LF UK v Plzni, (2) Ústav biologie LF UK v Plzni, (3) 
Imunoanalytická laboratoř, Oddělení nukleární medicíny, FN Plzeň  
 
Východisko: MikroRNA (miRNA) jsou krátké jednovláknové RNA molekuly, které se 
významným způsobem podílejí na regulaci genové exprese, a tak zasahují do mnoha 
fyziologických i patologických procesů včetně patogeneze nádorových onemocnění. 
Ukázalo se, že molekuly miRNA jsou přítomny i v tělesných tekutinách (krev, moč) a 
jejich hladiny zde odrážejí děje uvnitř organismu. Tyto vlastnosti dávají cirkulujícím 
miRNA potenciál stát se v budoucnu klinicky použitelnými biomarkery. Kolorektální 
karcinom patří celosvětově k nejčastějším maligním nádorům. Chirurgická léčba 
(radikální resekce) je základní léčebnou modalitou s cílem vyléčení pacienta. U řady 
pacientů ale dochází v průběhu let k recidivě onemocnění. Rutinně stanovovaným 
nádorovým markerem za účelem stanovení prognózy a časného odhalení recidivy je 
karcinoembryonální antigen (CEA). Senzitivita a specificita ale není dostačující, hledání 
nových markerů má proto smysl. 
 
Cíl: Cílem naší studie bylo porovnáním předoperačních a pooperačních plazmatických 
hladin vybraných miRNA u chirurgicky léčených pacientů s kolorektálním karcinomem 
najít ty miRNA, které vykazují statisticky signifikantní změnu po odstranění nádorové 
tkáně. 
 
Metodika: Studovaný soubor zahrnoval 88 pacientů (58 mužů, 30 žen, medián věku v 
den operace 65 let) s kolorektálním karcinomem, kteří podstoupili resekci nádorové 
tkáně. Histologicky se jednalo o adenokarcinomy. U každého z pacientů byl analyzován 
předoperační a pooperační (odběr mezi 5. - 10. dnem po operaci) vzorek krve. Celková 
RNA byla izolována z 200 μl krevní plazmy po přidání cel-miR-39 jako exogenní 
referenční kontroly (tzv. spike-in). Stanovení hladiny deseti vybraných miRNA bylo 
provedeno kvantitativní RT real-time PCR metodou kitem TaqMan Advanced miRNA 
Assays (Thermo Fisher Scientific). Pro hodnocení rozdílu předoperačních a 
pooperačních hladin byl použit Wilcoxonův párový test. 
 
Výsledky: Nalezli jsme statisticky signifikantní pokles hladiny cirkulující miR-20a-5p 
(p=0,0069), miR-23a-3p (p=0,0010) a miR-223a-3p (p=0,0088) v krevní plazmě po 
chirurgickém odstranění kolorektálního karcinomu. Jedná se o molekuly, jejichž funkce 
byla popsána jako onkogenní, kdy vysoké hladiny těchto miRNA jsou dávány do vztahu 
s progresí nádorového onemocnění. 
 
Závěr: Nalezli jsme tři miRNA, které splňují základní podmínku, aby o nich bylo 
možné uvažovat jako o možných markerech recidivy onemocnění, a to změnu hladiny 
po odstranění nádorové tkáně. Dále budeme hodnotit prognostický potenciál těchto 
miRNA (vztah hladin exprese k celkovému přežití) a provedeme multivariantní analýzu 
spolu s klasickými markery (CEA). 
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